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Une perturbation de l’expression génique pourrait bouleverser le processus de
guérison cutanée et entraîner différentes complications, telle la cicatrisation excessive
caractéristique des plaies appendiculaires du cheval. Il est capital de définir le profil
d’expression génique correspondant à la guérison normale afin de mieux comprendre,
prévenir et traiter la cicatrisation pathologique. L’objectif de notre étude était de
comparer l’expression génique de la peau normale non-lésée à celle de bords de
plaies par hybridation soustractive suppressive pour identifier les gènes
différentiellement exprimés lors de la guérison cutanée chez le cheval. Les
échantillons provenaient de la région thoracique et comprenaient des biopsies de peau
normale non-lésée (1$; intact skin) ainsi que de bords de plaie (WM; wound margin)
âgée de sept jours. Les ADNc de 1$ ont été soustraits des ADNc de WM pour établir
une librairie d’ADNc soustraite. Nous avons ainsi discerné 226 ADNc différents.
L’identification de neuf gènes (COL1A2, ANX2, COL6A3, ACTB, FGF-7, LAMR1,
MMP1, SPARC et TIMP2), dont l’expression génique sept jours suivant un trauma a
déjà été démontrée par d’autres études, valide notre modèle expérimental ainsi que
l’utilisation du H$$ comme technique d’analyse. La confirmation de l’augmentation
ou de l’induction d’ADNc de gènes spécifiques (COL1A2, MMP1, DSPG2, CD68,
CD163, ADAM9) dans le WM comparativement à l’I$ a été effectuée à l’aide d’une
analyse RT-PCR. En conclusion, nous avons identifié de nouveaux gènes qui sont
exprimés différentiellement dans les bords de plaie de chevaux et qui pourrait
moduler la phase proliférative de la guérison.
Mots-clés: guérison, peau, cheval, gène, hybridation soustractive suppressive
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Perturbations in gene expression following dermal wounding ma)’ disrupt the
normal process of repafr and lead to pathologic situations resulting in excessive
scairing in horses. b better understand, prevent and treat impaired healing it is
imperative to first define gene expression occurring during normal repair. The
objective of this study was to compare gene expression in normal intact skin and
wound margin biopsies, using suppression subtractive hybridization (SSH) to identify
candidate genes differentially expressed during wound repair in horses. Tissue
samples were obtained from the thoracic area, under local anesthesia, and included
both normal intact skin and biopsies from the margin of 7 day old full-thickness
wounds. Normal intact skin (15) cDNAs were subtracted from wound margin (WM)
cDNAs and used to establish a subtracted (WM-IS) cDNA library. A total of 226
non-redundant cDNAs were identified. Detection of genes that had previously been
shown by others to be expressed 7 days following trauma, such as COLYA2,
ANXA2, COL6A3. ACTB. FGf-7, LAMRI. MMP1, SPARC and TIMP2, supports
the validity of our experimental model and the use of SSH as the analytical rnethod.
An RT-PCR assay confirmed an increase or induction of the cDNAs of specific genes
(COLYA2. MMP1, DSPG2, CD6$, CD163 and ADAM9) within wound margin
biopsies cornpared with that of intact skin. We conclude that we have identified novel
genes. characterized and uncharacterized, that are differentially expressed in equine
wound margin biopsies and which ma)’ modulate the proliferative phase ofrepair.
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Introduction
La guérison cutanée est un processus complexe impliquant plusieurs types
cellulaires qui participent à l’une ou plusieurs des trois étapes se chevauchant dans
le temps: la phase inflammatoire; la phase de prolifération; et la phase de synthèse
et de remodelage. Le déroulement de la guérison est sous le contrôle de nombreux
gènes qui sont exprimés transitoirement. Les protéines encodées par ces gènes
initient ou altèrent les cascades de signalisation intracellulaire et engendrent
différents mécanismes requis pour le processus de guérison. Parmi les protéines
encodées par ces gènes on pense notamment aux médiateurs inflammatoires tels les
cytokines et facteurs de croissance, aux composants de la matrice extracellulaire
(MEC), et aux enzymes dégradant cette matrice, les métalloprotéinases de matrice
(MMP).
Une caractéristique importante de la guérison chez le mammifère adulte est
la formation d’une cicatrice, c’est-à-dire que le tissu initial n’est pas régénéré mais
plutôt réparé. La réparation se définie par la formation de tissu ne contenant pas
tous les éléments différenciés du tissu initial, en vue de renouer la continuité
interrompue par une blessure. La guérison chez le foetus, par contraste, se démarque
par l’absence de cicatrice puisque le tissu originaire est régénéré, c’est-à-dire
remplacé par des cellules identiques à celles ayant été perdues. Dans le meilleur des
cas, l’adulte subissant une blessure développera une cicatrice inesthétique et
pouvant limiter son mouvement, selon sa localisation. Or, la cicatrisation peut
devenir excessive, menant à un désordre fibroprolifératif. Le foie, les reins, les
poumons, la peau et plusieurs autres organes sont la cible d’un tel problème.
Un objectif principal de la recherche dans le domaine de la cicatrisation est
de mieux en saisir son contrôle génique. La compréhension du contrôle génique de
la guérison normale chez l’adulte, de la guérison particulière du foetus. ainsi que de
la guérison pathologique fournirait de l’information cruciale pour résoudre les
problèmes de cicatrisation.
La guérison cutanée chez le cheval est très souvent réalisée par seconde
intention, la guérison de première intention étant généralement réservée aux plaies
chirurgicales aseptiques et ne présentant aucune déficience tissulaire. Les processus
d’inflammation et de fibroplasie sont souvent prolongés, et des complications telle
la formation de chéloïdes surviennent fréquemment. En effet, le cheval est la seule
espèce, excepté l’homme, atteinte de chéloïdes. aussi nommés «boutons de chair ».
Or, malgré un impact financier majeur sur lindustrie équine, on en connaît très peu
sur la fibroplasie excessive et la chronicité concomitante des blessures cutanées du
cheval. La littérature abonde d’études décrivant des traitements possibles pour
prévenir et contrôler ce problème chez le cheval, mais aucun n’accomplit
systématiquement l’effet désiré. Ces résultats décourageants sont en partie
attribuables au fait que le contrôle génique de la guérison, en particulier la phase de
prolifération, demeure à ce jour incomplètement décrit.
L’objectif de cette étude est d’identifier les gènes impliqués lors de la phase
proliférative en comparant l’expression de gènes dans la peau normale intacte à
ceux présents dans une plaie dermique sept jours après sa création expérimentale
sur le thorax du cheval.
Recension de la littérature
1. Guérison cutanée chez l’adulte
1.1. Phase inflammatoire et résolution de l’inflammation
L’inflammation est une étape primordiale de la guérison cutanée. Il est postulé
qu’une phase inflammatoire retardée mais prolongée dans le temps serait un facteur
pouvant mener à des problèmes de cicatrisation chez le cheval (Wilmink et colT.,
1999 a et b). L’inflammation est une étape précoce du processus de guérison et elle
est marquée par l’action de plusieurs cellules dont les plaquettes, les mastocytes, les
neutrophiles et les macrophages. De nombreux médiateurs entrent aussi en jeu pour
contrôler les actions de chacun des types cellulaires.
1.1.1. Les plaquettes
La coagulation du sang et l’agrégation des plaquettes ont comme première
fonction l’hémostase puisqu’elles mènent à la formation d’un caillot, induit par trois
j
facteurs principaux suite à un trauma. Le premier est le facteur Hageman (ou
facteur XII) qui expédie l’activation de plusieurs autres facteurs jusqu’à la
formation ultime du caillot. Le deuxième est le facteur pro-coagulant, relâché par
les cellules endommagées par un trauma. Le troisième regroupe les facteurs de
coagulation à la surface membranaire ainsi que les phospholipides exprimés sur les
plaquettes et les cellules endothéliales activées. Le caillot est formé à partir du
fibrinogène, une protéine du sang, qui sous l’action de la thrombine est convertit en
fibrine. La fibrine se polymérise pour former des protofibrilles qui s’associent
latéralement en fibres de fibrine, qui elles, s’enlacent pour former le caillot. La
taille de ce dernier est contrôlée par plusieurs facteurs dont la prostacycline (PGI2),
qui inhibe l’agrégation plaquettaire. l’antithrombine III (ATIII), qui empêche
l’action de la thrombine, et la protéine C, qui dégrade les facteurs de coagulation.
La plasmine produite lorsque l’activateur du plasminogène de type urokinase (uPA)
ou tissulaire (tPA) clive le plasminogène, lyse le caillot. Plusieurs récepteurs de
surface, comme l’annexine II (ANX)A2. permettent de situer ce système
d’activation du plasminogène directement à la surface des cellules pour obtenir une
meilleure activité catalytique et le protéger des inhibiteurs (Kim et cou., 2002).
Parmi ces derniers, l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène (PAl) et l’inhibiteur
Œ2-antiplasmine (a7-AP), préviennent la dégradation excessive du caillot en régulant
la formation de l’activateur du plasminogène (PA).
Le caillot a d’autres fonctions que l’hémostase, qui sont particulièrement
importantes lors de la guérison. Il sert d’échafaud pour la migration des cellules
nécessaires aux phases subséquentes, et il agit comnie réservoir de cytokines,
nécessaires à la migration et à la prolifération cellulaires ainsi qu’à la synthèse de
composants de la MEC. Linteraction entre les cellules et la MEC, à la base de la
migration, se fait principalement via des intégrines / protéines d’adhérence, un type
de récepteur retrouvé à la surface cellulaire.
L’agrégation et l’adhésion des plaquettes assurent l’efficacité de l’hémostase
par l’entremise du caillot. Les plaquettes activées libèrent de leurs granules alpha
plusieurs médiateurs, comme le fibrinogène, la fibronectine, la vitronectine, la
thrombospondine et le facteur VIII von Willebrand. Les plaquettes relâchent aussi
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des facteurs chimiotactiques (Greenhalgh, 1998), tels le platelet-derived growth
factor (PDGF). les transforming growth factors (TGF) -cc et —1, et l’epidermal
growth factor (EGF) qui provoquent la migration des neutrophiles, des
macrophages, ainsi que des cellules endothéliales (Borel et cou., 1998).
1.1.2. Les mastocytes
Il existe deux types de mastocytes; ceux associés aux muqueuses et ceux
présents dans le tissu conjonctif (Male et cou., 1997a). Le dernier type, surtout
présent autour des vaisseaux sanguins (Lydyard et cou., 1997), est attiré vers le site
de trauma par la présence de plaquettes et exerce de multiples rôles via la sécrétion
de diverses molécules survenant lors de la dégranulation du mastocyte. Parmi les
molécules relâchées on retrouve notamment des histamines et de la sérotonine qui
entraînent une dilatation des vaisseaux sanguins et augmentent la vasoperméabilité.
facilitant ainsi l’apport en cellules et en nutrirnents au site traumatisé (Male et cou.,
1997b). D’autres produits de mastocytes dégranulés incluent des facteurs
chimiotactiques pour les fibroblastes. et d’autres, tel l’interleukine (IL)-4, favorisant
la synthèse collagénique par ces derniers (Bord et coli.. 199$). De plus. la tryptase
larguée par les mastocytes activés est un facteur de croissance pour les fibroblastes
et pourrait ainsi être associée aux phénomènes de fibrose (Brostoff et cou., 1997).
Les mastocytes secrètent également des enzymes protéolytiques qui activent les
MMPs. dont la fonction principale est de dégrader les composantes de la MEC
(Borel et coll.. 199$).
1.1.3. Les neutrophiles
Les neutrophiles sont la première ligne de défense dans une plaie infectée où
ils détruisent les bactéries et dégradent les tissus nécrosés. Cependant,
contrairement aux macrophages, ils ne sont pas essentiels à la guérison d’une plaie
non-infectée (Simpson et coll.. 1972).
Les neutrophiles sont attirés au site d’infection par plusieurs facteurs, dont
les fibrinopeptides, le C5a de la cascade du complément. le leucotriène B4 qui
provient des neutrophiles activés, le platelet-activating factor (PAF) issu de cellules
endothéliales et de neutrophiles activés, le peptide fonnyle méthionyle clivé de
protéines bactériennes, et le PDGf libéré par les plaquettes (Clark, 1996). Toutes
ces molécules facilitent le passage du neutrophile à travers l’endothélium en
induisant l’expression à sa surface de la protéine CDI 1/CDY8 (Tonnesen et cou.,
1989), qui amplifie son adhérence à l’endothélium, ainsi qu’en favorisant la
libération d’élastase et de collagénase, deux enzymes qui facilitent la diapédèse
(Albelda et coll., 1990). D’autres médiateurs peuvent influencer les neutrophiles; en
effet IL-l et TNF-a stimulent la libération de radicaux libres oxygénés (Dinarello et
coll., 1999) et la production de collagénase et d’autres MMPs (Unemori et cou.,
1994). De pïus, les neutrophiles sont la source de plusieurs cytokines pro
inflammatoires.
Des processus enzymatiques impliquant des protéinases et des oxydases
ainsi que des radicaux libres oxygénés sont les principales armes de destruction du
neutrophile ayant phagocyté des contaminants. Ces mécanismes d’action n’ont pas
de substrat particulier, ainsi un grand nombre de neutrophiles peuvent engendrer
des dommages importants sur les tissus environnants (Greei±algh, 1998). En plus
de léser les tissus, les protéinases larguées par les neutrophiles peuvent cliver les
composants de la MEC en protéines ayant un effet chimiotactique pour d’autres
cellules inflammatoires. La persistance des neutrophiles, tel que noté dans les plaies
appendiculaires du cheval (Wilmink et coil., 1 999b) semble donc dommageable.
Lors de la guérison normale, le nombre de neutrophiles diminuent à partir de
48 h (Borel et coil., 1998) par un ou plusieurs des mécanismes suivants: 1)
emprisonnement dans le caillot; 2) désensibilisation du neutrophile envers ses
chirnioattractants; et 3) apoptose puis phagocytose par les macrophages. Un même
macrophage peut phagocyter plus d’un neutrophile apoptotique, et ce, sans stimuler
le relâchement de médiateurs généralement produits lors de la phagocytose (Raslett
et coll., 1996). Le phénomène de Fapoptose est donc non-inflammatoire, ce qui
prévient la destruction des tissus environnants.
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1.1.4. Les macrophages
Les macrophages résidants de la peau sont en nombre insuffisant pour
monter une réponse inflammatoire adéquate suite à un trauma. Les monocytes
présents dans la circulation sanguine seront donc recrutés et subiront une
différenciation en macrophage tissulaire afin de palier à cette pénurie. Le
recrutement se fait sous l’influence de plusieurs facteurs chimiotactiques dont les
fragments de collagène et de fibronectine, l’élastine, la thrombine active et le TGF
3. Les macrophages tissulaires se multiplient par la suite afin d’assurer le
déroulement normal de l’inflammation et des étapes subséquentes de la guérison. Ils
produisent à leur tour des composés qui sont chirniotactiques pour les macrophages
ou pour les monocytes. En particulier, les t3-chémokines, telle macrophage
chernotactic protein (MCP)-l, permettent l’accumulation de monocytes et de
macrophages pendant la phase inflammatoire (Kunkel et cou.. 1991). Platelet
derived growth factor et TGf-f3, produits au départ par les plaquettes activées, puis
par les macrophages tissulaires, stimulent la migration de ces derniers et agissent au
niveau du remodelage et de l’angiogénèse (Pierce et cou., 1989). Il existe donc des
cascades d’auto-amplification par lesquelles les macrophages seront de plus en plus
nombreux au site de trauma. Depuis quelques temps, il est possible de suivre
l’évolution de la phase inflammatoire repérant spécifiquement les macrophages par
l’entremise de marqueurs de surface, conune le cluster differentiation (CD)68 qui se
retrouve majoritairement sur ces cellules (Holness et cou., 1993b).
Les monocytes ont la capacité de produire des enzymes de dégradation avant
leur différentiation en macrophages tissulaires. Ils synthétisent des hydrolases
acides, des protéinases (sérines et cystéines) ainsi que des MMPs (collagénases et
gélatinases) (Riches, 1996). Ils élaborent aussi le tissue inhibitor of
metalloproteinase (TIMP)l pour limiter la dégradation des composants de la MEC
par les MMPs (Campbell et cou., 1987). Les monocytes participent donc
directement à la phase inflammatoire en aidant au débridement de la blessure,
cependant ils ne participent pas au remodelage comme le font les macrophages.
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En effet, les macrophages ont plusieurs rôles dont le débridement,
l’élimination des bactéries et l’organisation des phases subséquentes de
prolifération et de synthèse et remodelage, qui sont exécutés grâce à plusieurs
mécanismes rigoureusement contrôlés par l’environnement extracellulaire. Le
débridement se fait principalement via l’activité de diverses enzymes de
dégradation, telles les élastases et les coÏÏagénases, synthétisées par les
macrophages (Werb et cou., 1980). Cette batterie d’enzymes permet au macrophage
d’effectuer une première dégradation extracellulaire avant de phagocyter les
fragments et de les digérer via un système d’enzymes lysosomales. Ce sont ces
mêmes enzymes qui jouent un rôle important lors du remodelage.
Les macrophages agissent sur les phases subséquentes de la guérison
notamment en relâchant des cytokines et des facteurs de croissance, qui vont par la
suite influencer l’action de différents types cellulaires. Parmi ces facteurs on
retrouve: EGF, TGF—a, fibroblast growth factor (FGF) de types a et b, PDGf,
vascular endotheÏial growth factor (VEGF), TGf-131, -132 et -Ç33. IL-l, -3. -6 et -$
(Bord et cou., 1998). Ils ont des rôles dans le mécanisme de l’induction de la
migration et de la prolifération cellulaire ainsi que sur le contrôle de la synthèse de
la MEC (Riches. 1996).
Lors de la résolution de l’inflammation les macrophages jouent un rôle
important dans le nettoyage de la plaie. c’est-à-dire en éliminant les fluides via
pinocytose et en phagocytant les protéines endommagées (Haslett et cou., 1996).
Les fluides et quelques fragments du caillot peuvent aussi être éliminés par le
système lymphatique (I-laslett et colI., 1996). Les médiateurs chimiotactiques des
monocytes doivent être éliminés, ainsi que les facteurs qui permettent leur
différentiation, comme il était le cas pour les neutrophiles. Un certain nombre de
macrophages meurent par apoptose; certains chercheurs croient que le TGF-f3 serait
impliqué dans ce phénomène (Greenhalgh, 1998). Le moyen par lequel les
macrophages apoptotiques sont finalement éliminés des tissus demeure incertain.
Une prompte résolution de l’inflammation est donc capitale à la guérison
cutanée normale et comporte les étapes suivantes: élimination des stimulis initiaux,
$
arrêt d’émigration de neutrophiles et de monocytes sanguins, arrêt de sécrétion de
stimulis inflammatoires par les granulocytes, arrêt de différenciation des monocytes
en macrophages, élimination des fluides, des protéines et des bactéries par les
neutrophiles et granulocytes, puis, réparation des tissus endommagés.
1.2. Phase de prolifération cellulaire
La phase proliférative débute alors que la phase inflammatoire diminue en
intensité. Cette phase, comme la précédente, implique la participation de plusieurs
types cellulaires, notamment les kératinocytes, les cellules endothéliales, les
fibroblastes et les myofibroblastes. Ces types particuliers sont engagés dans
différents processus, respectivement, la réépithélialisation, I ‘angiogénèse, la
fibroplasie et la contraction. Plusieurs gènes sont impliqués durant cette phase et
leur régulation est d’autant plus complexe vu le nombre d’interactions entre les
cellules, les molécules de la MEC et les diverses enzymes participant à la
dégradation de la MEC.
1.2.1. La réépithélialisation
Le phénomène de réépithélialisation est défini par le recouvrement de la
plaie par un nouvel épithélium effectué par la migration des kératinocytes bordant
la blessure à travers la matrice provisoire. Cette migration débute entre 24 et 4$ h
suivant le traumatisme. Pour migrer. les kératinocytes sont libérés de la membrane
basale par l’action de l’uPA, produisant de la plasmine à partir du plasminogène
présent dans la membrane basale, ce qui facilite la différenciation en kératinocyies
migrateurs. Le mode exact de migration des kératinocytes n’est pas encore connu;
on soupçonne l’action de facteurs chirniotactiques, une migration par guides de
contact («contact guidance»), la perte des cellules voisines, ou encore une
combinaison de ces derniers mécanismes (Winter et coll., 1972).
Certaines cytokines influencent les fonctions des kératinocytes. L’IL-l est
relâché par les kératinocytes de la plaie pour stimuler leur croissance, leur
chimiotaxie (Sauder et coll., 1990) et leur production d’IL-l et de TGf-a (Betchel
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et cou., 1996). Le kératinocyte growth factor (KGF), qui est induit par l’action du
TNf-Œ sur les kératinocytes, favorise leur migration (Brauchie et cou., 1994).
L’epidenTlal growth factor amène les kératinocytes à migrer, à se diviser et à se
différencier (Wenczak et cou., 1992) alors que TGF-f3 stimule la migration. la
production de fibronectine (Greenhalgh, 199$) et inhibe la prolifération du
kératinocyte.
Les kératinocytes non-migrateurs commencent à proliférer en bordure de la
plaie deux jours après que la migration soit commencée, afin d’assurer le
remplacement de ceux s’étant déplacés (Krawczyk, 1971). Une fois la
réépithélialisation terminée, la membrane basale est restaurée en partant des
bordures de la blessure jusqu’au centre (Clark et cou., 1982). La re-formation des
différentes strates de l’épithélium se fera sur une plus longue période.
1.2.2. L’angiogénèse
L’angiogénèse est le processus par lequel les nouveaux vaisseaux sanguins
sont créés. Lors de traumatisme cutané, de nouveaux vaisseaux doivent être formés
pour alimenter en oxygène et en nutrirnents les différentes cellules nécessaires au
processus de guérison; c’est pourquoi le tissu de granulation formé lors de la phase
proliférative est très vascularisé. Une faible tension en oxygène ainsi que le VEGF
et le bFGF sont des facteurs spécifiques à l’angiogénèse, alors que TGf-13, EGF et
PDGF, aussi des facteurs promouvant l’angiogenèse. exercent une action indirecte
en favorisant la production de VEGF et bFGF (Sato et coil., 1993).
Suite à un traumatisme, les cellules endothéliales des capillaires avoisinants
migrent pour former de nouveaux vaisseaux. Pour ce faire, les platelet endothelial
ceil adhesion molecules (PECAM) en surface des cellules endothéliales
microvasculaires se regroupent près de l’extrémité frontale au lieu d’un peu partout
sur la cellule (Schimmenti et coli., 1992). Ce regroupement est essentiel pour la
signalisation et la coordination des différents mécanismes impliqués lors de la
migration des cellules endothéliales (Gratzinger et coIl., 2003). Les cellules
endothéliales migratoires ont la capacité d’interagir avec la MEC par l’entremise de
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protéinases, dont la sécrétion est induite par bFGF (Moscatelli et cou., 1926;
Mignatti et cou., 1991), pour digérer certains composants de la membrane basale
(Mignatti et coU., 1986; Mignatti et cou., 1989; Montesano et cou., 1986), ainsi que
par leur adhérence aux molécules telle la fibronectine qui agirait dans le processus
de «contact guidance» (Clark et coiL, 1926). Le contrôle de la migration fait appel à
plusieurs médiateurs: PDGF et bfGF induisent la migration tandis que TGf-f3 et
angiotensine II l’inhibent (Beli et cou.. 1990; Beil et cou., 1992). Les intégrines f31
semblent également jouer un rôle de premier ordre lors du processus migratoire en
assurant des interactions avec la MEC, puisque leur inhibition avec des anticorps
entrave la migration (Basson et cou., 1992).
Tout comme les kératinocytes de bord de plaie, les cellules endothéliales des
capillaires avoisinants doivent assurer le remplacement des cellules migratoires.
Pour ce faire elles prolifèrent, généralement deux ou trois jours suite au trauma,
sous l’influence, entre autre, de TGF-f3 et PDGf (Marx et cou., 1994; Madri et cou.,
1988).
La formation et la maturation de nouveaux microvaisseaux à partir des
cellules ayant migré assurent le rétablissement de la circulation sanguine. La
formation de ces capillaires dépend d’interactions intercellulaires ainsi qu’ entre les
cellules et la MEC, dont les PECAM et les intégrines f32 et f33 sont, en grande
partie, responsables (Madri et coll., 1992; Albelda et cou., 1990). La formation de
la lumière du vaisseau est dépendante de deux phénomènes inverses maintenus en
équilibre fragile. Le premier est l’action protéolytique induite par bFGf pour
creuser la lumière. Le deuxième est l’action anti-protéolytique induite par TFG-f3
pour contrôler le diamètre du microvaisseau en formation (Pepper et coil., 1990;
Montesano et coil., 1990).
Les stirnulis de l’angiogénèse disparaftront dans les phases subséquentes de
la guérison, ayant comme résultat la régression des nouveaux capillaires. Cette
régression sera maximale entre 16 et 25 jours suite à la blessure et résulte de
l’apoptose des cellules endothéliales microvasculaires (Madri et colI., 1996).
L’apoptose des cellules endothéliales survient parallèlement à celle des fibroblastes
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(Greenhalgh, 1998) menant ainsi à une diminution de la cellularité du tissu de
granulation pour éventuellement conduire à la formation d’une cicatrice acellulaire.
Comme l’angiogénèse est un phénomène essentiel à la guérison, et qu’il est
parfois incriminé lors d’une mauvaise guérison, certains chercheurs ont investigué
les gènes régulant ce processus. L’immunohistochirnie ainsi que l’hybridation in
situ ont été utilisés pour examiner l’expression des gènes Hox B3 et Hox D3 dans le
système vasculaire suite à un trauma chez les souris qui guérissent normalement et
celles manifestant une déficience lors de la guérison (Uyeno et cou., 2001). Les
gênes Hox ou Horneobox constituent une famille de facteurs de transcription
(Uyeno et cou., 2001). Plus précisément, Hox D3 encourage la migration des
cellules endothéliales (Boudreau et cou., 1997) et induit leur synthèse de collagène
de type I (Uyeno et coil., 2001), ce qui favorise l’angiogénèse cruciale à la guérison
normale. Alors quaucune différence dans l’expression de Hox B3 ne fut décelée,
l’expression de Hox D3 est fortement augmentée un jour suite au trauma et cette
augmentation est soutenue jusqu’à au moins sept jours lors de la guérison
normale. Lors de la guérison chronique. l’expression de Hox D3 est retardée et se
retrouve en plus faible concentration (Uyeno et coil., 2001).
1.2.3. La fibroplasie
La fibroplasie correspond à la fonnation de tissu de granulation par des
fibroblastes synthétiques. Ces derniers sont souvent incriminés lors de maladies
hnpliquant la formation excessive de tissu de granulation telle qu’observée lors du
développement de chéloïde. Les interactions complexes entre les fibroblastes, les
composants de la MEC et les cytokines se doivent d’être élucidées avant de pouvoir
soigner efficacement les patients atteints de fibroplasie excessive et de fibrose
subséquente.
L’apparition de fibroblastes dans la plaie se fait entre cinq et sept jours suite
au trauma (Theoret. 2001a). Ils proviennent soit de fibroblastes résidents ou de la
migration de fibroblastes peuplant ]es tissus voisins, le phénotype migratoire étant
le premier observé suite à une blessure. Les fibroblastes migratoires, sous
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l’influence de diverses cytokines, produisent des enzymes protéolytiques, comme
PA et différentes MMPs, afin de se frayer un chemin à travers la matrice provisoire
(Grant et cou., 1987; Wilhelm et coU., 1987). Ils se lient aux composants de cette
dernière via des récepteurs membranaires comme les intégrines (Gailit et cou.,
1993), phénomène qui est aussi régulé par divers facteurs de croissance dont PDGf
et TGF-f3 (Heino et col!., 1989; Ahlen et coil, 1994; Gailit et cou., 1996).
Une fois arrivés au site voulu, les fibroblastes substituent un phénotype
synthétique à leur phénotype migratoire afin de synthétiser différents composants
de la MEC tel la fibronectine, l’acide hyaluronique et le collagène. Les fibroblastes
synthétiques relâchent également du TGf-f3 (Clark et coil., 1995) qui agit de
manière autocrine pour induire une synthèse protéique accrue (Roberts et cou.,
1986). L’IL-l (Unemori et colI., 1994, Canalis, 1986), 1’IL-4, l’EGF (Nanney et
cou., 1996), le TNF-u (Senet et coIl., 1997, Dayer et coil., 1985) et le PDGf (Senet
et coll.. 1997) en provenance de diverses sources, induisent aussi les fibroblastes à
synthétiser des protéines peuplant la MEC. Après avoir déposé une matrice riche en
collagène, les fibroblastes cessent de produire cette protéine même en présence de
TGf-f3, par l’entremise d’un rétrocontrôle négatif émanant de la matrice (Clark et
coll., 1995; Senet et coli.. 1997). La matrice produite par les fibroblastes en est une
permanente mais immature qui sera, dans les étapes subséquentes de la guérison,
remodelée et remplacée par une cicatrice acellulaire plus résistante.
En résumé, les fibroblastes affectent la MEC via la synthèse et la
dégradation de différents composés de cette dernière, alors que la MEC influe les
fibroblastes en contrôlant certaines de leurs fonctions. La réciprocité entre la MEC
et les fibroblastes progressera au fur et à mesure que le tissu de granulation prendra
de la maturité.
Les fibroblastes sont en partie éliminés par apoptose. comme plusieurs
autres types cellulaires, ou alors se différencient en myofibroblastes. Les signaux
exacts régulant l’apoptose du fibroblaste ne sont pas encore connus. L’interaction
des fibroblastes avec la MEC pourrait aussi jouer un rôle dans le contrôle de
l’apoptose. En effet, la modification de leur ancrage extracellulaire stimulerait
1—,
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l’élimination des fibroblastes. De plus, certaines cytokines semblent augmenter ou
diminuer l’apoptose des fibroblastes: l’insulin-like growth factor (IGf)-l limite
l’apoptose pour permettre aux fibroblastes de proliférer (Greenhalgh, Ï 99$). alors
que l’interféron (IfN) joue un rôle inverse puisqu’il entraîne une diminution du
nombre de fibroblastes et de la synthèse de collagène par ces derniers (Han-op et
cou., 1995, Pittet et cou., 1994). En plus de contrôler le nombre et l’activité des
fibroblastes, l’apoptose est impliquée dans le contrôle de la dégradation du
collagène (Greenhalgh, 1998). En effet, la protéine pro-apoptotique p53 se lie au
promoteur du gène de la collagénase type IV, ce qui active sa production
(Greenhalgh, 1998).
Il apparaît que les fibroblastes fornient une population hétérogène à
l’intérieur d’une plaie ($empowski et coll., 1995). Comme ils peuvent adopter
différents phénotypes, le stade de guérison et le site d’échantillonage influenceront
les caractéristiques des fibroblastes en culture. Ces phénotypes sont classés selon la
fonction première du fibroblaste. On retrouve ainsi: 1) les fibroblastes migratoires;
2) les fibroblastes prolifératifs; 3) les fibroblastes synthétiques; et 4) les fibroblastes
contractiles (myofibrobÏastes). Les recherches effectuées in vitro sont donc souvent
réalisées sur des populations hétérogènes, ce qui peut entraîner une instabilité des
cultures. Ainsi la forne, la vitesse de croissance, la grosseur des cellules, et leur
capacité à produire différentes enzymes et différents facteurs de croissance en sont
affectées.
Le contrôle génique de la fibroplasie est à ce jour très peu connu. En outre.
la protéine Cyr6l a été le sujet d’une importante étude sur ce sujet. Cette protéine.
synthétisée principalement par les fibroblastes et les cellules endothéliales, et
associée à la MEC, est surtout connu pour ses capacités angiogéniques mais
participe aussi aux phénomènes d’adhésion, de migration et de prolifération des
fibroblastes (Chen et coll.. 2000, Greszkiewiez et coll., 2001). De plus, cette
protéine semble réguler l’activité de MMP3 (Chen et coil., 2001a). La recherche
avait comme but d’identifier. à l’aide de la technique de micro-réseaux d’ADNc, les
gènes régulés par la protéine Cyr6 1 chez les fibroblastes dermiques in vitro (Chen
et cou., 2001b). Quarante gènes ont démontré une expression deux fois plus ou
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moins importante chez les fibroblastes traités avec la protéine Cyr6l. De ces 40, 12
ont été identifiés et confinités par d’autres analyses. Parmi ces 12, 10 gènes sont
induits par l’ajout de Cyr6l; VEGF-A et -C, IL-lf3, MMP1 et -3, TIMP1, uPA,
PAl-l, et les sous-unités cx3 et OE5 des intégrines. Les deux autres gènes, soit les
sous-unités cd et 2 du collagène type I, ont démontré une diminution de leur
expression suite au traitement avec Cyr6 1. Une expérience in vivo a aussi permis de
déterminer la cinétique d’expression génique de Cyr6l au cours de la guérison
cutanée chez la souris (Chen et cou., 200lb). L’expression de Cyr6l atteint son
maximum cinq jours après création d’une lésion cutanée, ce qui correspond à la
phase où le tissu de granulation est fortement peuplé de fibroblastes. Une fois la
phase de remodelage entamée, l’expression de Cyr6l est à peine détectable. Cette
étude suggère un modèle d’action de Cyr6I lors de différentes phases
(inflammation, angiogénèse et remodelage) de la guérison cutanée (figure 1)
(Chen et coll.. 200 lb).
,Ø •Cyr61,-
— — — Plate lets
Endothelial Ceils I Macrophage
VEGFs —— IL-1
Fibroblast
ÀtMPs & TIMP Âlntechn & uS
À uPA & PAl-1 Type I Coaen
Angiogenesis Inflammation
f igure 1 Schéma représentant un modèle des rôles de Cyr6 I lors de la
guérison cutanée (Chen et coil., 200 lb)
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1.2.4. La contraction
La contraction est un événement mécanique qui se concrétise par le
rapprochement des bords de plaie afin d’en diminuer la superficie. Ce phénomène
s’exécute grâce à un type cellulaire particulier, le myofibroblaste, qui provient de la
différenciation du fibroblaste, et dépend des interactions entre les cellules, la MEC
et les cytokines.
La différenciation des fibroblastes en myofibroblastes engendre plusieurs
changements phénotypiques, débutant durant la deuxième semaine de guérison en
parallèle avec la fibroplasie. Parmi les caractéristiques observées on retrouve: 1) un
système de microfilaments d’alpha-smooth muscle actin (n-SMA, ou ACTAi) bien
développé (Gabbiani et colI.. 1981); 2) la présence de fibres de stress et les
fibronexies servant à l’adhésion entre les cellules et les divers substrats de la MEC;
et 3) la présence de jonctions gaps qui relient les myofibroblastes entre eux (Singer,
1979; Singer et cou., 1984).
Les facteurs qui influencent la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes ne sont pas tous bien caractérisés. En outre, il a été démontré que
TGf-f3 induit l’expression dARNm et de la protéine n-SMA dans les fibroblastes
(Moulin et coll.. 1999, Desmoulière et coll.. 1993, Zhang et cou.. 1999). Le
granulocyte-macrophage growth stimulating factor (GM-CSf) favorise également
la formation d’un tissu de granulation riche en myofibroblastes contenant l’a-SMA
(Rubbia-Brandt et coll., 1991) alors que les cytokines PDGf et TNf-a n’ont pas
d’influence sur la différenciation (Moulin et coli., 1999). L’IFN-y agit à l’inverse du
TGF-f31; il diminue la quantité d’a-SMA dans le cytoplasme (ARNm et protéine)
tout en atténuant la prolifération des fibroblastes (Desmoulière et coli., 1992a.
Moulin et coil., 1999, Zhang et cou., 1999). Les cytokines ne sont pas les seules à
influencer la différenciation phénotypique du fibroblaste en cellule contractile; les
composants de la MEC sont aussi impliqués. Plus particulièrement, l’héparine
augmente l’expression protéique et génétique (ARNm) d’n-$MA dans les
fibroblastes (Desmoulière et coll., 1992b). La membrane basale de l’épidenne est,
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quant à elle, impliquée dans le maintien des myofibroblastes différenciés (Streuli et
cou 1993).
La contraction de la plaie implique un remodelage des fibres de collagène de
la MEC avec lesquelles les myofibroblastes interagissent afin d’effectuer une
contraction efficace. La transmission de la force contractile aux fibres de collagène
se fait, in vitro, via l’attachement des myofibroblastes au collagène par les
récepteurs intégrines Œ2f31 (Klein et coll., 1991; Schiro et coil., 1991). De plus, les
adhésions intercellulaires et entre les cellules et la fibronectine par l’entremise de
fibronexies, seraient un moyen de renforcer la transmission de la force de traction
du rnyofibroblaste à la matrice de la blessure (Singer et coil., 1984).
Une fois la contraction terminée, les myofibroblastes seront éliminés par
mort cellulaire programmée, c’est-à-dire l’apoptose. L’IL-f31 induit l’apoptose des
myofibroblastes (Zhang et coU., 1999), alors que TGF-f31 l’inhibe. permettant ainsi
une accumulation cellulaire accrue suite à la phase proliférative de la guérison
(Zhang et coll., 1999).
Une étude in vitro a récemment décrit le changement dans l’expression
génique du fibroblaste (myofibroblaste) suite à la contraction, à l’aide d’analyses
Northern et de la transcription inversée suivit de réaction de polymérisation en
chaîne (RT-PCR) (Rosenfeld et coil., 199$). Parmi les gènes investigués, c-fos a
démontré une augmentation d’expression 30 min suite à l’initiation de la
contraction, pour atteindre un maximum entre 50 et 60 mm, après quoi son
expression a diminué. La cinétique d’expression de fosb dans les mêmes
circonstances était semblable à celle de c-fos. Les gènes c-myc. fra-1 et fra-2, ainsi
que le facteur de transcription Nf-KB, n’ont pas démontré de différence dans leur
expression suite à l’initiation de la contraction. C-jun, quant à lui, a subit une légère
augmentation. Il est proposé que ces gènes aient un rôle dans l’initiation de la
prolifération et de la migration cellulaires induite lors de blessure. De plus, le gène
c-fos pourrait être important pour la survie cellulaire (Schreiber et coll., 1995) ainsi
que pour la différenciation des fonctions régulées par les forces mécaniques,
comme celles qui rapprochent les bords de plaie.
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1.3. Phase de synthèse et remodelage
La phase de synthèse et remodelage consiste en la modification de la matrice
immature pour obtenir une cicatrice collagénique, relativement acellulaire. Comme
son nom P indique, cette phase comprend le remodelage de la matrice déjà existante
(remplacement par des composants matures) ainsi que l’apoptose de divers types
cellulaires. Cette dernière phase ne se produit pas en même temps partout dans la
plaie; en effet, la phase de synthèse et remodelage débute aux marges de la plaie
alors que le tissu de granulation se forme au centre de cette dernière. La
composition de la MEC varie donc à tout moment dans les diverses régions de la
plaie.
La première matrice provisoire, le caillot, est remplacée au cours de la
fibroplasie par une matrice semi-pennanente qui sera éventuellement remodelée. Le
caillot de fibrine est en effet éliminé par protéolyse et une seconde matrice
provisoire est déposée, celle-là riche en fibronectine et en hyaluronane, et qui
favorise la migration et la prolifération cellulaires. Les fibroblastes synthétiques
sont les principales cellules responsables de ces deux étapes. Cette matrice semi
permanente est graduellement éliminée puis remplacée par une matrice riche en
protéoglycans et en collagène, qui conféreront force et résistance à la cicatrice
finale.
Les protéoglycans répondent à plusieurs besoins lors de la guérison cutanée,
tels 1) une meilleure organisation de la MEC, 2) Pentreposage de facteurs de
croissance dans la MEC, 3) la liaison des récepteurs aux facteurs de croissance, 4)
l’entreposage d’enzymes dans ]es granules cellulaires, et 5) la coagulation sanguine.
En plus de ces fonctions. les protéoglycans contrôlent l’adhésion, la migration ainsi
que la prolifération cellulaires, selon le type et la quantité présents. Parmi les
protéoglycans déposés on retrouve ceux contenant la chondroïtin-4-sulfate et le
dermatan sulfate. Ces derniers semblent accélérer la polymérisation du collagène et
ainsi influencer la force tensile de la peau (Reed et coil., 2003). Il a récemment été
démontré que le dermatan sulfate proteoglycan (DSPG) stimule aussi la migration
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et la prolifération des fibroblastes, par l’entremise de facteurs de croissance
(Denhoim et cou., 2000; Clark et cou., 2004).
Le collagène, dont il existe plusieurs types, est également synthétisé durant
cette phase. Les plus importants lors de la guérison cutanée sont ceux de type III
(immature), et de type I (mature). mais on y retrouve également d’autres types
comme le V (Betz et coll., 1993) et VI (Oono et cou., 1993). La propriété qui fait
du collagène une molécule indispensable lors de la guérison cutanée est la capacité
de ses fibrilles à se polymériser, soit côte à côte ou encore bout à bout, pour former
de longues fibres. Cette caractéristique permet au collagène, tout au long de la
phase de remodelage, de devenir très résistant et, par le fait même, d’augmenter la
force tensile de la cicatrice en formation. Le collagène de type III apparaît avant
celui de type I. Ces deux types atteignent un maximum de déposition entre les jours
sept et 14 suivant une blessure cutanée (Clore et coll., 1979); en effet, l’ARNm du
collagène de type I est exprimé à sept jours suivant un trauma cutané chez le cheval
(Schwartz et coil., 2002). Chez cette espèce, la protéine s’accumule plus fortement
et de façon chaotique dans les plaies prédisposées à la cicatrisation excessive
(Wilmink et coll., 1999b; Schwartz et coll.. 2002). L’accumulation de collagène
dans la blessure entraîne une autorégulation négative au niveau des fibroblastes et
encourage le remodelage de la matrice par ces mêmes cellules.
Suivant la synthèse de nouvelles molécules, la matrice est réorganisée,
permettant à la cicatrice en formation de devenir à la fois plus solide et moins
cellulaire. Le remodelage est effectué par de nombreuses protéinases qui dégradent
la MEC et qui sont assignées à trois grandes classes dont: les sérines protéinases, les
cystéines protéinases (cathepsine), et les MMPs (Mignatti et cou., 1993). Toutes ces
enzymes sont synthétisées par différents types cellulaires, notamment les
macrophages, les fibroblastes et les kératinocytes.
La classe des sérines protéinases comprend PA, la cathepsine G et I ‘élastase
des leucocytes. Le tPA est plutôt impliqué dans la lyse du caillot, tandis que l’uPA
joue un rôle dans le processus de remodelage. En effet. la plasmine produite par
uPA dégrade plusieurs molécules de la MEC (Mignatti et cou., 1996) et active
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également les pro-MMPs (He et coll., 1989), les progélatinases A (Sato et cou.,
1994) et les élastases latentes (Mignatti et cou., 1996).
Les cystéines protéinases sont impliquées dans plusieurs processus tel que
l’activation de proenzyme, l’inactivation d’enzyme, la présentation des antigènes et
le remodelage tissulaire (Shi et cou., 1995). De plus, les cystéines protéinases
semblent jouer un rôle dans différentes pathologies comme les glornérulonéphrites
et le cancer.
Les MMPs sont subdivisées en fonction de leur substrat, malgré que toutes
aient un site de liaison catalytique pour le Zn2 et soient produites sous une forme
inactive. Le premier sous-groupe, les collagénases interstitielles, comporte trois
membres qui possèdent comme substrat le collagène natif de types I, II et III
(Mignatti et col!., 1996). MMP1 est nécessaire à la migration cellulaire et à
!‘angiogénèse, en plus du remodelage tissulaire. Chez le porc, il n’y a aucune
expression d’ARNm pour MMP1 dans la peau intacte, alors que suite à une
blessure, les niveaux sont maximaux dès 24 h pour ensuite graduellement
s’estomper sur une période de 35 jours (Wang et coil., 2000). Chez le cheval, il
n’existe que des données préliminaires concernant l’expression génique de MMPY
lors de guérison cutanée; des taux plus élevés d’ARNm ont été observés dans la
peau intacte du thorax que dans celle située sur l’extrémité distale du membre, alors
que ces différences ont disparues à sept jours suivant un trauma (Schwartz et coli.,
2002).
Le deuxième sous-groupe est composé aussi de trois enzymes, nommées
stromelysines, qui dégradent plusieurs types de molécules. La strornelysine-l, aussi
appelé MMP3. a la capacité de dégrader le collagène de types III. IV, V et IX, la
fibronectine, la laminine, les protéoglycans et la gélatine, ainsi que d’activer MMP1
(Mauviel. 1993). Elle serait exprimée par les kératinocytes en contact avec la
membrane basale, ce qui pourrait faciliter leur détachement et initier leur
migration, et par les fibroblastes du tissu de granulation (Saarialho-Kere et cou.,
1994).
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Les métaïlogélatinases, formant le troisième sous-groupe, dégradent le
collagène dénaturé, la membrane basale, la fibronectine et l’élastine insoluble
(Murphy et cou., 1991). Il en existe deux: la gélatinase A (72-kDa) et la gélatinase
B (92-kDa). La gélatinase A est produite constitutivernent par la plupart des cellules
(Overail et coiL, 1991), alors que la gélatinase B est exprimée activement par les
éosinophules et les macrophages (Stahle-BckdahI et cou., 1994; $tahle-Bckdahl
et coiL, 1993: Hasty et coIl., 1990). Une étude investiguant la cinétique
d’expression des ARNm de différentes MMPs et TIMPs lors de la guérison chez le
rat a permis de déterminer à quel moment elles sont le plus fortement exprimées
(Soo et colI., 2000). La gélatinase B atteint un maximum entre 24 h et 3 jours
suivant la création d’une plaie cutanée, alors que l’expression de la gélatinase A est
plus tardive et atteint son maximum à cinq jours ($00 et coll., 2000).
Le quatrième sous-groupe comprend de plus petites MMPs, les matrilysines.
Elles ont une activité de protéoglycanase mais peuvent également dégrader la
membrane basale, la laminine, la fibronectine, la gélatine et l’élastine insoluble
(Murphy et cou.. 1991; Sires et cou.. 1993). à la manière des gélatinases A et B.
Selon l’étude de Soo, l’ARNm de la matrilysine est exprimé fortement de 3 à 14
jours suivant un trauma cutané (Soo et cou.. 2000).
Finalement, deux autres MMPs ont été identifiées, mais n’appartiennent à
aucun sotIs-groupe décrit précédemment. Elles sont connues sous les noms de
métalloél astase de macrophage et métalloprotéinase transmembranaire. Leur
interaction avec la MEC n’est pas complètement décrite mais il leur est assigné
quelques rôles soit: une dégradation de l’élastine insoluble et du collagène de type
IV (Shaprio et coïl., 1993), et une activation de la pro-gélatinase A (Sato et coU..
1994), respectivement.
L’activité enzymatique des MMPs est contrôlée par l’action de diverses
TIMPs. qui agissent en bloquant le site catalytique des MMPs. Jusqu’à présent trois
TIMPs sont connues: TIMP1, TIMP2 et TIMP3. L’expression d’ARNm de TIMP1
chez le rat atteint son maximum entre deux et trois jours suivant la création d’une
plaie cutanée; TIMP2, qui est exprimée de façon constitutive par la peau normale
non-lésée, augmente un peu au cours de la guérison dès 24 h suivant le trauma et
21
persiste jusqu’à 14 jours, alors que l’expression de TIMP3 diminue suite au trauma
(Soo et cou., 2000).
Plusieurs cytoldnes ainsi que la MEC semblent moduler les collagénases et
leurs inhibiteurs afin de maintenir un équilibre étroit entre la synthèse et la
dégradation des composants de la MEC, sans quoi une plaie peut devenir chronique
ou, à l’inverse, une fibrose excessive peut s’y développer. Il est donc crucial que la
synthèse des protéines peuplant la matrice, ainsi que des protéinases et de leurs
inhibiteurs, soit étroitement régulée et ce tant au niveau génique que protéique.
Lorsque le processus de guérison survient normalement, la plaie gagnera
seulement 20% de sa force finale après trois semaines de guérison. Le remodelage
doit donc se poursuivre sur de très longues périodes afin que la cicatrice obtienne
une force tensile acceptable. Malgré tous les efforts de synthèse et de remodelage,
la cicatrice ne retrouvera jamais la force initiale de la peau non-lésée; au plus, elle
atteindra 70% de cette valeur.
2. Contrôle génique de la guérison cutanée normale
Une récente étude a déterminé le profil d’expression génique chez l’homme
suite à une blessure cutanée. à l’aide de la technique de micro-réseaux d’ADNc
(Cole et coll., 2001a). Trente minutes suite au trauma 124 gènes, principalement
impliqués dans la transcription et les cascades de signalisation, ont doublé leur
expression alors qu’aucun investigué n’était sous-exprimé. Une heure suite au
trauma, 46 gènes ont doublé leur expression et 264 gènes l’ont diminué de moitié.
Les mêmes chercheurs ont aussi déterminé le degré de variabilité d’expression
génique dans la peau normale entre différents individus sains (Cole et coil., 200 lb).
Ils ont trouvé une variabilité chez 71 gènes, principalement ceux impliqués dans les
cascades de signalisation et les protéines de surface cellulaire, soit, des gènes
rarement étudiés lors de la guérison cutanée et sur lesquels on devrait se pencher
davantage. Par ailleurs, une technique modifiée de differential display-polymerase
chain reaction (DD-PCR) a aussi été utilisée pour identifier les gènes exprimés
différentiellernent lors de la guérison normale par rapport à la peau non-lésée. dans
un modèle de guérison in vivo chez le rat (Soo et cou.. 2002). Trente-cinq gènes ont
démontré une expression différentielle lors de la guérison et treize d’entre eux ont
été séquencés. Parmi ces treize gènes, dix avaient une homologie importante à des
gènes déjà connus. L’expression de gènes homologues à ceux de la lipoprotéine
lipase du rat, de la molécule titine humaine, du calcium dependent activator protein
(CAPS) du rat, et du signal recognition particle (SRP)9 de la souris diminuaient
suite au trauma. Au contraire, une augmentation de l’expression a été observée pour
les gènes homologues à ceux de l’IL-1f3 du rat, du macrophage-specific gene
(MPS)1 de la souris, du migration inhibitory factor-related protein (MRP)14, du
human melanoma differentiation associated gene (mda)-7, de la protéine ribosomale
$24 du rat, et du versican du rat. Certains de ces gènes n’ont pas encore de rôle
connu dans la guérison cutanée; c’est le cas pour $RP9, la molécule titine, CAPS,
MSP1 et la protéine ribosornale S24. Le gène MRP14 n’a pas de rôle connu lors de
la guérison cutanée, cependant sa concentration sérique est augmentée chez des
individus atteints de maladies inflammatoires telles l’arthrite rhumatoïde et la
bronchite chronique (Kerkhoff et cou., 199$). Les autres sont des gènes dont la
présence lors de la guérison cutanée était déjà connue. Le gène rnda-7, par exemple,
joue potentiellement un rôle lors de la prolifération de fibroblastes durant la
guérison cutanée (Soo et coll., 1999). L’IL-1t3 pourrait induire la production du
fGf-7, aussi nommé KGF, par les fibroblastes lors de la guérison cutanée (Chedid
et coll., 1994). L’implication de fGF-7 est essentielle à la réépithélialisation
(Wemer et col!., 1994) et il est exprimé sept jours suivant un trauma cutanée chez la
souris (Werner et coll., 1992). Enfin, le versican est une protéine de la MEC ayant
la capacité de promouvoir la migTation cellulaire en diminuant l’adhésion des
cellules (Yamagata et col!., 1993).
Les gènes impliqués lors de la guérison foetale ont aussi été investigué afin
de mieux comprendre le phénomène de régénération et de pouvoir ensuite le
comparer à la cicatrisation. En effet, contrairement à la guérison chez l’adulte, celle
du foetus ne mène pas à la formation de cicatrice, et en soit, ressemble plutôt à la
régénération qu’à la réparation tissulaire. Une compréhension des différents
phénomènes particuliers à la guérison foetale est préalable à la reproduction de ce
modèle chez l’adulte. Une étude de RT-PCR sur les 3$ gènes Horneobox a permis
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de déterminer que deux d’entre eux, soit paired-related horneobox gene (PRX)-2 et
homeobox (Hox)B13, étaient exprimés différemment lors de la guérison foetale par
rapport à la guérison chez l’adulte ($telnicki et cou., 199$). En effet, l’expression
de PRX-2 est fortement augmentée lors de la guérison foetale mais pas lors de la
cicatrisation chez l’adulte, alors que le gène HoxBl3 démontre une cinétique
d’expression inverse ($telnicki et coli., 199$). La construction d’une librairie
soustraite d’ADNc a aussi été complétée à l’aide d’une modification de la technique
d’hybridation soustractive suppressive (HSS); en effet les chercheurs ont utilisé 3
populations d’ADNc au lieu de 2 soit: des ADNc de plaies cutanées chez l’adulte,
des ADNc de plaies cutanées chez le foetus, ainsi que des ADNc de peau foetale
non-lésée (Zhang et coll., 2004). Les résultats de cette étude ne sont pas encore
publiés.
3. Guérison cutanée problématique
La guérison est un processus complexe qui implique le chevauchement de
différentes phases et dont l’évolution normale dépend d’un contrôle génique
rigoureux. Une perturbation de l’expression génique, incitant une mauvaise
transition entre les phases, pourrait provoquer des problèmes de cicatrisation tel les
plaies chroniques qui affichent un retard de guérison, ainsi que les cicatrices
hypertrophiques et les chéloïdes qui, en contraste, guérissent de manière excessive.
3.1. Les plaies chroniques
Les plaies chroniques sont affligées d’une phase inflammatoire prolongée et
inefficace et affichent un retard de cicatrisation caractérisé par une piètre production
de tissu de granulation (Cochrane, 1997), une contraction inadéquate ainsi qu’une
réépithélialisation déficiente. finalement, le processus d’apoptose par lequel le tissu
de granulation progresse normalement vers une cicatrice mature et acellulaire est
retardé (Danby et coll., 1997). La cause du délai de cicatrisation est variable et peut
être d’origine endocrinienne, nutritionnelle, vasculaire, hématologique,
iatrogénique, ou encore peut résulter de maladies du tissu conjonctif ou autres
(Senet et coIl., 1997).
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Les implications géniques lors de la guérison chronique demeurent
nébuleuses. Une étude récente a comparé la guérison rapide, se rapprochant de la
régénération, à la guérison lente chez la souris, par la technique de micro-réseaux
d’ADNc (Li et coll., 2001). Il a été démontré que l’expression de 50 gènes est
augmentée chez la souris guérissant lentement mais pas chez celle à guérison
rapide. Parmi ces 50 gènes on en retrouve qui régulent la phase inflammatoire:
stomatin-like protein (SLP) Ï, CD 14 et mixed-lineage leukernia; puis, certains se
rapportant à la MEC: a disintegrin and metalloproteinase domain (ADAM)8 et
heparine cofactor II. Une autre étude in vitro a permis de mieux caractériser le
remodelage défectueux de la matrice des plaies chroniques (Cook et cou., 2000).
Cette dernière démontre un niveau semblable de pro-MMP2 entre les fibroblastes
de peau normale et ceux de plaie chronique, mais un niveau moindre de MMP2
actif. De plus, une production accrue de TIMPÏ et 2 dans les fibroblastes de plaies
chroniques a été mise à l’évidence. Cette étude suggère donc que les plaies
chroniques ont une mauvaise réorganisation de la matrice in vitro résultant d’une
trop forte production de TIMPY et 2 par les fibroblastes.
3.2. Les cicatrices hypertrophiques et les chéloïdes
Malgré des différences macroscopiques et microscopiques, les chéloïdes et
les cicatrices hypertrophiques partagent une physiopathologie similaire. En effet, ils
semblent tous deux résulter d’une phase proliférative exagérée, où la synthèse de
composants de la MEC excède leur dégradation et leur remodelage, favorisant la
fibrose excessive du derme (Tredget et coll., 1997; Tuan et coli., 1998).
Les chéloïdes et cicatrices hypertrophiques démontrent des différences
majeures avec les cicatrices normales et la peau non lésée. Les fibroblastes
provenant d’un chéloïde se divisent plus rapidement que les fibroblastes dermiques
normaux (Luo et coll., 2001) et répondent plus intensément aux facteurs de
croissance tel PDGf (Haisa et coll., 1994) et TGF- (Bettinger et cou., 1996). Les
fibroblastes de cicatrice hypertrophique démontrent également une expression
soutenue de récepteurs au TGF-f3 de types I et II, ce qui augmente leur réponse à ce
facteur de croissance pro-fibrotique (Schmid et cou., 1998). D’autre part, il est
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apparent que les microvaisseaux présents dans les cicatrices pathologiques sont
occlus (Kischer et cou., 1982). Cette occlusion pourrait causer une hypoxie locale
qui favoriserait à la fois la synthèse de TGF-1 (Hakinnen et cou., 1996) et la
production de récepteurs à ce facteur de croissance parmi une sous-population de
fibroblastes synthétiques peuplant la cicatrice, résultant en une production accrue de
collagène par ces derniers (falanga et coll.. 1990).
La pathogenèse des chéloïdes et des cicatrices hypertrophiques est
seulement partiellement élucidée, mais semble sous contrôle génétique. En effet,
une prédisposition familiale a été notée parmi les hommes de race noire (Thornas et
cou., 1994). McCauley (1992) a démontré que les concentrations de TNf-Œ et
d’IfN-u et —y étaient diminuées dans les cellules mononucléaires du sang
périphérique de patients de race noire souffrant de chéloïdes. Polo (1997), pour sa
part, rapporte des concentrations élevées de TGF-f32 dans des échantillons sanguins
provenant de patients atteints de cicatrices hypertrophiques.
Des études récentes démontrent que le mécanisme apoptotique est déficient
dans les fibroblastes provenant de chéloïdes (Ladin et coll.. 199$, Luo et coil..
2001). En effet, il survient 22% de moins d’apoptose en culture cellulaire de
fibroblastes issus de chéloïdes comparativement à ceux provenant de peau normale
non lésée (Ladin et coll., 1998). La technique de micro-réseaux d’ADNc a permis
d’investiguer 64 gènes liés à l’apoptose, dans des tissus de chéloïdes et de cicatrices
normales afin d’élucider le rôle de la mort cellulaire programmée dans la
cicatrisation excessive (Sayah et coIl., 1999). Des 64 gènes examinés, huit étaient
significativement sous-exprimés dans les tissus chéloïdes comparativement aux
cicatrices normales. Ces gènes auraient possiblement un rôle dans le contrôle de
l’apoptose. Parmi ceux-ci, quatre sont des promoteurs de l’apoptose: c-myc, TNf
receptor 1-associated protein (TRADD), interacting protein NIP)-3, et cytoplasmic
dynein light chain (HDLC)l. Les quatre autres seraient des inhibiteurs possibles de
l’apoptose: defender against cell death (DAD)-1, glutathione S-transferase (G$T),
glutathione S-transferase microsomal (GSTM), et glutathione peroxidase (GP). De
plus, cette dernière étude a confirmé par la méthode de terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP-biotin nick end labelling (TUNEL) que les chéloïdes,
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particulièrement dans leur région centrale, contiennent moins de cellules
apoptotiques que les cicatrices normales. À la lumière de ces résultats connexes, il
pouffait donc être spéculé que si la régulation génique de l’apoptose fait défaut lors
de la cicatrisation, une prolifération cellulaire exagérée. accompagnée d’une
surproduction de composants de la MEC, pourrait mener à la formation de
chéloïdes.
La technique de micro-réseaux d’ADNc fut employée de nouveau pour
comparer l’expression génique dans les cicatrices hypertrophiques, les cicatrices
normales et la peau normale (Tsou et cou., 2000). Les résultats de cette étude
indiquent que: 1) 142 gènes sont sur-exprimés et 50 sont sous-exprimés dans les
cicatrices normales comparativement à la peau normale; 2) 107 gènes sont sur-
exprimés et 71 gènes sont sous-exprimés dans les cicatrices hypertrophiques
comparativement à la peau normale; et 3) 44 gènes sont sur-exprimés et 124 gènes
sont sous-exprimés dans les cicatrices hypertrophiques comparativement aux
cicatrices normales. Une augmentation significative de l’expression de collagen
type III aiphal (COL3A)1, collagen type I alpha (COLIA)2 et collagen type VI
alpha (COL6A)1 fût démontré à la fois dans les cicatrices normales et les cicatrices
hypertrophiques comparativement à la peau non-lésée. Les gènes démontrant une
sur-expression significative dans les cicatrices hypertrophiques par rapport aux
cicatrices normales incluent; COL3A1. COL1A2, COLY4, COL6A3, COL6A et
IGf-2.
4. Guérison cutanée chez le cheval
Chez le cheval, il arrive que la guérison par seconde intention ne se produise
pas selon le ]nodèle décrit chez d’autres espèces. En effet, il peut se manifester un
dérèglement des phases de la guérison, particulièrement lorsque la plaie survient à
l’aspect distal du membre. Plus précisément, la formation excessive de tissu
conjonctif lors de la phase proliférative inhibe les étapes subséquentes telles la
contraction et la fonnation d’un nouvel épithélium (Chvapil et coll., 1979). Ce tissu
de granulation exubérant est connu sous le nom de «bouton de chair» chez le
cheval. Le bouton de chair se rapproche du chéloïde et de la cicatrice
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hypertrophique en ce qui a trait au tissu de granulation excessif; il résulte d’un
déséquilibre entre la synthèse et la dégradation du collagène, et a tendance à
récidiver suite à la résection chirurgicale. La majeure différence se situe au niveau
de la réépithélialisation, qui est incomplète lors de la formation d’un bouton de
chair (Theoret, 200 lb).
Des différences entre la guérison du poney et du cheval sont aussi observées.
En effet, il a été démontré que les plaies du poney guérissent plus rapidement que le
cheval, généralement sans formation excessive de tissu de granulation. Même si les
plaies du membre de poney guérissent plus lentement que les plaies du corps, cette
différence est significativement plus importante chez le cheval (Wilmink et coll.,
1999 a). Notamment, l’inflammation des plaies du membre chez les poneys est plus
efficace, de grande intensité mais brève, comparativement à celle du cheval chez
qui la réponse inflammatoire persiste jusqu’au moins 12 semaines. Cette
prolongation de la phase inflammatoire pourrait provoquer la formation de bouton
de chair. À l’inverse, l’inflammation chronique pourrait aussi mener à la formation
dun tissu de granulation immature tel que remarqué dans les plaies chroniques chez
l’homme. Dans les deux cas, la réépithélialisation sera affectée (Knottenbelt,
2003). Les plaies chroniques observées chez les chevaux résultent de différents
facteurs incluant l’infection, le mouvement, la présence de corps étrangers et de
tissu nécrotique (Knottenbelt, 2003). Ces derniers sont tous des facteurs impliqués
lors de la guérison des plaies de membres, en effet, elles sont difficiles à
immobiliser, facilement infectées et compromises par la présence de corps étrangers
étant donné leur proximité au sol et aux excréments.
La cause spécifique de la fibroplasie excessive chez le cheval demeure
inconnue. Les facteurs proposés comme étant associés à ce phénomène incluent la
mobilité, la prédisposition à l’inflammation et à l’infection, le faible apport sanguin,
la tension excessive de la peau adjacente, ainsi que l’absence relative de tissus mous
sous-jacents à la plaie (Booth et coli., 1992, Wilson et coil., 1996). De plus,
J’approche thérapeutique peut modifier les phases de guérison et entraîner des
problèmes spécifiques d’espèce. Par exemple, les plaies mises sous bandage
maintiennent un environnement hypoxique et retiennent les cellules inflaiumatoires
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à leur surface, ce qui stimule l’angiogénèse et la fibroplasie. Or, chez le cheval, il a
été observé que l’application d’un bandage à une plaie appendiculaire favorise la
production excessive de tissu de granulation (Barber, 1990; Theoret et cou.. 2002a;
Berry, 2003). Puisque l’hypoxie peut stimuler la synthèse de TGF-f31 (Hakkinen et
cou., 1996) ainsi qu’augmenter le nombre de récepteurs à ce facteur de croissance
(Falanga et coli., 1990), l’occlusion d’une plaie par l’entremise d’un bandage
pourrait expliquer la production exagérée de composants de la MEC par les
fibroblastes.
Une différence de croissance fibroblastique entre les plaies du membre et du
corps pourrait également être un facteur contribuant au développement du bouton
de chair. Parce que les plaies appendiculaires sont plus sujettes à la production d’un
tissu de granulation exubérant, il a été suggéré que les fibroblastes du membre
auraient une croissance plus rapide que ceux provenant du tronc (Bacon-Miller et
coll., 2000). Cependant, cette étude sur la croissance des fibroblastes in vitro a
démontré que les fibroblastes du membre du cheval avaient une activité mitotique
moindre que ceux provenant des autres sites soit, du corps des chevaux, du corps
des poneys, et des membres des poneys. Ces résultats sont contraires à ceux
anticipés et peuvent être reliés à la variabilité de croissance des fibroblastes in vivo
et in vitro. Malgré qu’in vitro le contraire fût déterminé, il a été observé in vivo que
l’activité mitotique des fibroblastes venant d’une plaie à la croupe diminue
rapidement en une semaine, alors que celle des fibroblastes issus d’une plaie
appendiculaire reste significativement élevée (Wilmink et coil., 1 999b).
La guérison de plaie au niveau du membre équin est donc souvent un
processus lent et compliqué. En outre, le tissu de granulation exubérant entrave les
processus subséquents de la phase proliférative, incluant la réépithélialisation et la
contraction (Jacobs et cou., 1984). En effet, il apparaît que l’activité mitotique des
cellules épithéliales est remarquablement réduite en l’occurrence d’un bouton de
chair (Wilrnink et cou., l999b), ce dernier agissant de plus comme obstacle
physique à la migration des kératinocytes sur le lit de la plaie. Par ailleurs, le
mécanisme de contraction est supérieur au niveau des plaies thoraciques (Jacobs et
cou., 1984; Theoret et cou., 2001b) et de la croupe (Wilrnink et coli., 1999b)
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comparativement aux plaies situées à l’aspect distal du membre. En plus d’accélérer
la guérison, la contraction améliore l’apparence cosmétique et la force de la
cicatrice, puisqu’elle diminue la surface de la plaie devant être recouverte d’un
nouvel épithélium fragile et dénué d’annexes cutanées (Jacobs et coli., 1984). Donc,
chez le cheval, un degré de contraction élevé est désirable lors de la guérison,
contrairement à l’homme, où elle peut entraîner la formation de contractures et de
cicatrices inesthétiques. Il est proposé que le degré de contraction soit déterminé par
les capacités contractiles innées des cellules ainsi que par les conditions tissulaires
locales. Chez le cheval, il fut établi que la force contractile innée des
myofibroblastes peuplant les plaies appendiculaires est similaire à celle des
myofibroblastes du tronc (Wilmink et coll., 2001). Toutefois, le tissu de granulation
des plaies situées sur l’extrémité du membre démontre une organisation chaotique
des cellules contractiles alors que les myofibroblastes garnissant les plaies du tronc
sont bien ordonnés (Wilmink et coll., 1999b; $chwartz et coli., 2002). Puisque
c’est le degré d’organisation plutôt que le nombre de myofibroblastes qui détermine
la vitesse et l’ampleur de la contraction, ce phénomène pourrait contribuer au déficit
de contraction. Ceci n’exclus pas que des facteurs environnementaux, tel le profil
de cytokines libérées lors de la réponse inflanrmatoire au trauma, puissent aussi
influencer l’étendue de la contraction lors de la guérison.
À cet effet, certains chercheurs ont voulu comparer la cinétique d’expression
de facteurs de croissance lors de la guérison de plaies appendiculaires et corporelles
chez le cheval. Il a ainsi été établi que l’expression de la protéine pro-fibrotique
TGF-f31 est maintenue à travers la phase proliférative de guérison dans les plaies
localisées sur les membres, alors que dans les plaies corporelles, l’expression
retourne à un niveau de base dès la fin de la phase inflammatoire (Theoret et coli.,
2001e ; Van Den Boom et coli., 2002). Également, une production plus accrue
d’ARNm pour le TGf-f3 1, associé à une hausse parallèle d’ARNrn pour le collagène
de type I, a été démontrée pendant quatre semaines dans des plaies appendiculaires
par rapport à celles situées sur le poitrail (Schwartz et coll., 2002). Ces
constatations supportent l’hypothèse qu’une surproduction de TGf-f3 serait liée à la
fibrose chez le cheval, puisque ce sont les plaies du membre qui sont prédisposées
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au développement de bouton de chair alors que les plaies corporelles guérissent
normalement. Il a été révélé par immunohistochimie que ce sont les macrophages
et les fibroblastes dermiques qui expriment le plus fortement le TGf-f31 dans les
plaies appendiculaires (Theoret et coil., 2002a), cependant, il a été impossible
d’établir de façon significative que l’expression du TGF-J31 dans les plaies
développant un bouton de chair cliniquement apparent soit plus élevée que dans les
plaies guérissant normalement (Iheoret et coil., 2002b). Comme il a été proposé
chez l’homme qu’une sous-population de fibroblastes dermiques possédant des
capacités accrues de répondre au TGf-f3 s’accumule temporairement (Halddnen et
coll., 1996), même si les concentrations de TGF-f31 dans les plaies cicatrisant
normalement et dans celles développant un bouton de chair soient semblables, les
fibroblastes du bouton de chair pourraient être plus réceptifs à ce facteur de
croissance pro-fibrotique. Ceci fut récemment confirmé par De Martin et Theoret
(2004), qui ont illustré par immunohistochirnie qu’en vertu de la cellularité accrue
du bouton de chair, la présence de récepteurs au TGf-f3 de types I et II dans les
plaies appendiculaires développant un tissu de granulation excessif surpasse
grandement celle des plaies appendiculaires guérissant normalement et celle des
plaies thoraciques, durant la phase proliférative de réparation.
Aucun traitement connu actuellement ne conduit de façon systématique à la
prévention du bouton de chair chez le cheval. En effet, plusieurs études rapportent
des résultats décourageants lors de différents traitements visant à améliorer la
rapidité et la qualité de la guérison des plaies appendiculaires chez le cheval, par
exemple: l’application d’une membrane de collagène bovin (Yvorchuk-$t Jean et
coll., 1995); l’application de surnageant de macrophage activé (Wilson et cou.,
1996); l’application de rh-TGF-f31 ($teel et coll., 1999); l’utilisation de la thérapie
par laser (Petersen et coil., 1999); l’utilisation de Solugel (25% propylène glycol
hydrogel) (Dart et coli., 2002a); l’injection intramusculaire d’hormone de
croissance (Dart et coil., 2002b); l’application topique d’onguent iodé ou de
sulfadiazine d’argent (Berry et coll., 2003); et l’application de greffes auto ou
allogènes et de divers biomatériaux (Gornez et coll., 2004). Ces échecs ne
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surprennent pas, puisque la pathogénèse de la fibrose excessive survenant lors de la
guérison chez le cheval n’est pas encore élucidée.
5. Hybridation soustractive suppressive
Certaines techniques de biologie moléculaire promettent de solutionner les
problèmes de guérison pathologique. Notamment, la détermination de l’expression
génique lors de différentes situations procure beaucoup d’information sur une
pathologie donnée, en relativement peu de temps. Des études de ce genre sont
critiques à la compréhension de la pathogénèse fondamentale de la cicatrisation
pathologique qui survient communément chez le cheval. Le contrôle génique de la
guérison commence à être connu chez l’homme, néanmoins, il reste beaucoup à
clarifier. Parmi les techniques fréqueniment utilisées à cette fin on retrouve le HSS, le
differential dispÏay reverse transcription polymerase chain reaction (DDRT-PCR) et
les réseaux et micro-réseaux d’ADNc.
Le DDRT-PCR permet la découverte de nouveaux gènes (Liang, 2002), mais
est long et parfois complexe. De plus, il fournit peu de matériel pour des expériences
ultérieures. Les réseaux ou micro-réseaux d’ADNc sont actuellement très prisés en
recherche biomédicale, surtout pour leur simplicité d’utilisation. Malheureusement,
ces derniers ne permettent pas la découverte de nouveaux gènes en soit. Le
développement d’un gene chip équin est tout récent (Gu et Bertone, 2004). Ce dernier
possède plus de 3200 gênes se rapportant à la régulation de la mort cellulaire, au
cycle cellulaire, ou à la signalisation et au développement cellulaires, mais pas
distincts au processus de guérison cutanée. De plus, il n’est pas disponible
commercialement. La méthode que nous préconisons est celle du HSS puisquelle
permet la découverte de nouveaux gènes, est spécifique d’espèce et au processus
biologique étudié, assure la production de matériel diagnostic, comme des sondes,
pour des expériences ultérieures et ne nécessite qu’une faible quantité d’ARN de
départ. Cette méthode permet d’amplifier et d’analyser seuls les gènes qui sont
exprimés différentiellement entre le processus d’intérêt et son contrôle. Le H$S
possède une étape de normalisation et d’enrichissement des ADNc peu abondants.
facilitant ainsi leur identification. Cette étape fait du HSS une technique unique qui
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peut compléter ou remplacer l’utilisation des micro-réseaux d’ADNc (Cao et cou.,
2004). Initialement cette technique était utilisée pour comparer seulement deux
populations, ce qui, pour certaines études, était insuffisant. Dernièrement un groupe
de chercheur a mis au point une variante de cette technique qui permet de comparer
trois populations d’ADNc donnant beaucoup plus de flexibilité à la méthode (Zhang
et cou., 2004). Il demeure cependant que lors d’études comparant un nombre
supérieur de populations. la technique des micro-réseaux d’ADNc est mieux adapté.
De plus, le HSS requiert passablement de temps et d’énergie; en effet, pour obtenir
des résultats représentatifs il faut sélectioner un nombre important de clones. Malgré
ces limites, le HSS demeure une technique sensible qui permet une première
caractérisation d’un processus biologique.
6. Hypothèse et objectif
L’hypothèse générale de notre étude sous-entend que l’activité
transcriptionnelle de certains gènes est modifiée lors du processus de guérison
cutanée chez le cheval. L’objectif spécifique de cette étude est d’identifier les gènes
impliqués lors de la phase proliférative en comparant l’expression de gènes dans la
peau normale, non-lésée, à ceux présents dans le bord de plaie sept j ours après sa
création sur le thorax. La caractérisation génique de la guérison cutanée normale chez
le cheval est préalable à la compréhension de la guérison problématique.
Méthodologie
1. Modèle de guérison
Les quatres juments utilisées pour l’étude étaient âgées de 2 à 3 ans, de race
Standardbred. Un examen général a été effectué pour s’assurer de leur bonne santé.
Elles ont été maintenues à la ferme du Centre de Recherche en Reproduction Animale
(CRRA), où elles ont reçu une alimentation en foin ainsi qu’un accès illimité à l’eau,
tout au long du projet. Les plaies ont été créées sous sédation suite à l’injection IV du
mélange suivant: 4 mg de chlorhydrate de détomidine (10 mg/ml, Dormosedan
®;
Orion corporation, Espoo, Finlande) et 10 mg de tartrate de butorphanol (10 rng/ml,
Torbugesic ® ; Wyatt Santé Animale, Ville St-Laurent, QC, Canada). L’anesthésie
locale à l’aide du chlorhydrate de lidocaïne (20 mg/ml, Lurocaïne ® ; Vétoquinol,
Lavaltrie, QC, Canada) à raison de 20 ml par site a aussi été utilisée. Le modèle de
guérison préconisé pour cette étude est le même qui a été utilisé pour une étude
menée en parallèle sur la physiologie de la guérison. Chaque cheval possédait 15
plaies regroupées en trois sites: cinq sur le thorax et cinq sur la partie distale de
chacun des membres antérieurs. Deux chevaux portaient les plaies thoraciques à
gauche et les deux autres à droite. Pour notre expérience, seule une plaie thoracique
par cheval a été biopsiée, puisque nous cherchions à caractériser la guérison normale
du cheval après une semaine de guérison. Ce moment correspond à la phase
proliférative (fibroblastique), qui est souvent excessive chez le cheval. Le protocole
respectait les politiques et les normes du Comité de déontologie animale de la
faculté de médecine vétérinaire de l’Université de Montréal. en conformité avec les
principes et recommandations du Conseil canadien de protection des animaux
(CCPA). V
2. Prise d’échantillons
Les échantillons de peau normale (IS) ont été obtenus lors de la création de
plaies. Les échantillons des plaies en voie de guérison ont été pris à sept jours suivant
le trauma à l’aide d’un punch à biopsie de 6 mm de diamètre (Acu.Punch; Acuderm
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Inc., Ft Lauderdale, FL, USA). Ces biopsies contenaient le bord de plaie (WM), c’est-
à-dire les marges cutanées, le nouvel épithélium prolifératif et migratoire, ainsi que
du tissu de granulation. Les échantillons récupérés ont été immédiatement déposés
dans un contenant sur glace et rincés avec de la saline stérile à 4°C, puis le surplus de
liquide a été épongé sur un papier absorbant. Les échantillons ont été emballés dans
du papier d’aluminium et plongés dans l’azote liquide, puis transférés dans un
congélateur à —80°C jusqu’à usage ultérieur.
3. Extraction et traitement de l’ARN
L’extraction de l’ARN total des divers échantillons a été effectuée selon la
technique de Chomzynski et $acchi (1987), qui a été adaptée au laboratoire (Brûlé et
cou., 2000). Les échantillons 15 et WM, congelés et d’environ 6 mm de diamètre par
2 mm d’épaisseur ont été séparés en deux. Une demie a été coupée en petits
morceaux à l’aide d’une lame de rasoir. Par la suite, les morceaux ont été
homogénéisés dans 2.5 ml de solution dénaturante (4 M guanidium isothiocyanate,
0.5% Na-N-laurylsarcosine. 25 mM Na-citrate, pH 7) à l’aide d’un polytron à une
vitesse moyenne de 8000 rpm. L’homogénat a été transféré sur un coussin de chlorure
de césium (5.9 M C1Cs, 0.1 M EDTA) puis centrifugé 4 h à 267 000 G à une
température de 20°C. Le culot d’ARN a été dissout dans 400 tl de solution
dénaturante (4 M guanidium isothiocyanate, 0.5% Na-N-laurylsarcosine, 25 mM Na-
citrate, pH 7) puis extrait au phénol-chloroforme et précipité à l’isopropanol
(Sarnbrook et Russell. 2001). La concentration dARN total ainsi que sa qualité ont
été estimés respectivement par la densité optique à 260 mn et le ratio des densités
optiques à 260 nm / 280 nm. De plus, la qualité de l’ARN a été appréciée par la
visualisation des bandes ribosomales 28S et 18S suite à la séparation
électrophorétique de 1 pg d’ARN total sur gel d’agarose 1% en conditions
dénaturantes (0.74 M formaldéhyde, 40 mM MOPS, 0.01 mM Na-acétate, 0.2 mM
EDIA. pH 7), suivi d’un transfert par capillarité dans le 1OX SSC (1.5 M NaCl, 150
mM Na-Citrate) sur une membrane de nylon non-chargée (Hybond-N; Amersham
Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, QC, Canada) suivi d’une coloration de l’ARN au
bleu de méthylène (Sambrook et Russeli, 2001).
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4. RT-PCR par la méthode SMART®
Pour procéder à l’étape de RT-PCR, des pools d’ARN total ont été formés.
Pour ce faire 1 p.g d’ARN total de chaque échantillon ont été regroupés soit 1$ ou
WM, afin de contrer la variabilité de l’expression génique entre les animaux et, par le
fait même, obtenir une meilleure représentativité des gènes exprimés à ce stade de la
guérison. De ces pool, 1 ig d’ARN total a été transformé en ADNc de pleine
longueur à l’aide de la trousse « SMART PCR cDNA synthesis» (Clontech Lab Inc.
Palo Alto. CA, USA), en respectant les recommandations du manufacturier (user
manual $ PT3041-l) à l’exception de l’ajout de 42 ng de la protéine du gène 32 du
pliage 14 (< T4 Gene 32 Protein »; Roche Molecular Biochemicals, Lavai, QC,
Canada).
La technique de SMART se divisait en deux étapes, la première étant la
synthèse du simple brin d’ADNc à partir de l’ARN total. Les ADNc simple brin ont
été synthétisés à l’aide d’un oligo-dT3o (CDS: tableau 1) spécialement formulé. La
rétrotranscription à l’aide de la transcriptase inverse PowerScript (Clontech Lab mc)
a servi à augmenter la représentativité des régions 5’ non-traduite (5’-UTR) des
ARNm. La seconde étape a permis l’amplification par PCR des ADNc simple brin
des deux populations. IS et WM. Un d d’ADNc simple brin a été utilisé, ainsi que la
polymérase Advantage 2 (Clontech Lab mc). Deux oiigos ont été utilisés, un oligo
sens qui s’ancrait aux guanosines en 5’-UTR (SMART II) et un oligo anti-sens qui
s’ancrait à la queue polyA (CDS: Tableau I). Le nombre de cycles de PCR optimum
pour les deux populations différait, soit, 20 cycles pour les échantillons IS et 19
cycles pour ceux de WM.
5. Analyse des ADNc
L’analyse des ADNc obtenus suite au RT-PCR a été réalisée en plusieurs
étapes (figure 2). Les ADNc ont été digérés par l’enzyme de restriction RsaI.
L’expression des gènes a été comparée entre les deux populations d’ADNc, soit 15 et
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Figure 2 Schéma représentant les différentes étapes de l’analyse
effectuée lors de l’exécution de la technique de HSS
n
j
soustraction a été effectuée. Une génothèque soustraite d’ADNc (WM-I$) a été
générée puis criblée. Les ADNc différentiellement exprimés ont été séquencés puis
comparés dans GenBank. L’expression différentielle de certains ADNc identifiés par
HSS a été confirmée par analyse RT-PCR semiquantitatif
L’expression des gènes a été analysée dans les échantillons de peau normale
(IS) et de plaie en guérison (WM). La comparaison des ces deux populations
d’ARNm total a été effectuée par la méthode de HSS (Diatchenko et cou., 1996)
(Figure 3). Cette technique permet l’amplification sélective par PCR de fragments
d’ADNc correspondants aux ARNrn ayant une expression différentielle, tout en
prévenant l’amplification des ADNc qui ne subissent pas de variation de leur niveau
d’expression (Diatchenko et coil., 1999). La reproductibilité et l’efficacité de cette
technique ont été démontrées préalablement (Endege et cou., 1999, Gurskaya et coli.,
1996). L’enrichissement des ADNc varie d’un facteur de 1 000 à 5 000 si les
conditions sont optimales (Villalva et cou., 2001).
6. Hybridation et soustraction
La trousse « PCR-Select cDNA subtraction » (user manual PT1YI7-1;
Clontech Lab mc) a été utilisée pour la technique HSS selon les instructions du
manufacturier et quelques modifications. La première étape consistait en une
digestion des ADNc obtenus précédemment par PCR à l’aide d’une enzyme de
restriction à coupures franches, soit RsaI, qui génère des fragments d’ADNc se
situant entre OE2 et 2 kb. Par la suite, les ADNc provenant des WM ont été divisés en
deux populations, auxquelles ont été ligués des adaptateurs différents fournis dans la
trousse (oligonucléotides : 1 ou 2R: Tableau I). La première hybridation a été réalisée
sur les deux populations WM-1, WM-2R en les incubant $ h à 68°C avec les ADNc
provenant de l’échantillon IS. Cette première hybridation consistait en une
soustraction et en une normalisation. La soustraction a pour objectif d’éliminer les
ADNc communs entre le WM et le 1$ tandis que la normalisation permet d’enrichir
les gènes faiblement exprimés par rapport à ceux fortement exprimés lors de la
guérison cutanée afin d’obtenir une meilleure représentativité des gènes exprimés
dans l’échantillon étudié (Diatchenko et cou., 1999).
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figure 3 Schéma représentant les différentes étapes requises pour



















La seconde hybridation consistait à regrouper les deux populations d’ADNc,
WM-Ï et WM-2R, puis d’ajouter à ce mélange un excès d’ADNc de 1$. Cette
hybridation complétait la soustraction des ADNc communs entre les deux
populations. Lors de cette hybridation les ADNc de WM-1 et WM-2R se sont
hybridés et représentent les ADNc exprimés différentiellement à ce stade de la
guérison. Ces ADNc ont été sélectivement amplifiés par deux réactions de PCR. La
première fut une réaction de 27 cycles (un préchauffage à 94°C: 25 sec, puis 94°C:
10 sec; 66°C : 30 sec, 72°C : 1.5 mm) réalisée à partir de 1 cl d’ADNc dilué de la
seconde hybridation. Le mélange pour ce PCR contenait 19.5 pi d’eau stérile, 2.5 pi
de tampon de réaction PCR 1OX, 5 mlvi de dNTP, 10 jiM de PCR primer 1 et 0.5 pi
de 50X Advantage cDNA Polyrnerase 2 Mix (Clontech Lab mc). La seconde réaction
de PCR fut de 12 cycles (94°C : 10 sec ; 68°C : 30 sec ; 72°C : 1.5 mm) et fut réalisée
à partir de 1 pi d’une dilution 1:10 de la première PCR. Le mélange pour ce PCR
contenait 18.5 pi d’eau stérile, 2.5 pi de tampon de réaction PCR 1OX, 5 mM de
dNTP, 10 iM de PCR-Nested 1, 10 jiM de PCR-Nested 2R et 0.5 pi de 50X
Advantage cDNA Polymerase 2 Mix (Clontech Lab mc).
La soustraction des ADNc WM-IS a été réalisée, puis, en parallèle, la
soustraction inverse (IS-WM) a été faite. La population d’ADNc WM-IS a été utilisée
afin d’établir la génothèque soustraite. Lors du criblage différentiel de la génothèque
soustraite, les deux populations d’ADNc soustraits (WM-IS et IS-WM) ont été
utilisées comme sondes d’hybridation.
Tableau I Liste des oligonucléotides utilisés et qui sont fournis dans les trousses
« SMART PCR cDNA Svnthesis» et «PCR-Select cDNA
Subtraction» de Clontech
Noms Séquence (5 vers 3)
SMART II AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG






7. Vérification de la soustraction
La vérification de la soustraction a été effectuée grâce à des gènes contrôles
tel que décrit par la trousse «PCR-Select cDNA Subtraction» (user manual
PT11 17-1 Clontech Lab mc). Cette vérification a été effectuée par PCR sur les deux
populations d’ADNc soustraits, WM-IS et IS-WM, ainsi que sur les deux populations
d’ADNc non soustraits, WM et 1$. Une analyse comparant un nombre croissant de
cycles de PCR a été réalisée pour deux gènes préalablement déterminés en fonction
de leur profil d’expression lors de la guérison cutanée. Le gène du glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase (GAPD) est constitutivement exprimé tandis que
l’expression du gène MMP3 est induite lors de la guérison cutanée (Madiener et cou.,
1998, Okada et cou., 1997). Les amorces utilisées pour amplifier ces deux gènes
[GAPD (eGAPD-1 et eGAPD-A) et MMP3 (eMMP3-1 et eMMP3-A)] ont été
déterminées à partir de séquences équines disponibles dans GenBank (GAPD
GenBank accession number AF157626 et MMP3 GenBank accession number
U62529) et sont définies au tableau II. L’amplification des fragments d’ADNc a été
positionnée entre les sites RsaI de l’ADNc. Les cycles de PCR furent de 15, 20, 25,
30 cycles et les conditions d’amplification furent les suivantes : 94°C : 30 sec ; 64°C
30 sec: 68°C 2 min (appareil GeneAmp PCR system 9700, Roche Molecular
Systems, Inc. Branchburg. NJ, USA). L’analyse des produits de PCR aux différents
cycles a été effectuée sur un gel d’agarose 2% coloré au bromure d’éthidium.
Tableau II Liste des oligonucléotides formulés pour la vérification de la
soustraction





8. Clonage des ADNc soustraits
Les ADNc WIV1-IS ont premièrement subi une réaction d’élongation de 15
min à 72°C à l’aide de 0.8 ji] d’AmpliTaq DNA polymérase (5 U/d; PE, Roche
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Molecular Systems mc) et une purification (QlAquick, PCR Purification Kit, Qiagen
mc, Mississauga, ON, Canada). Le clonage a été réalisé dans un vecteur plasmidique
pDrive (Qiagen mc) puis a servi à transformer les bactéries E.coÏi compétentes
TOP1OF’. La croissance de ces bactéries a été effectuée sur un milieu sélectif LB
contenant 40 ug/ml de kanamycine (kan), 300 ug/ml de (S-Gal) et 30 ug/rnÏ
d’isopropythio-j3-D-galactosidase (IPTG), permettant une sélection visuelle des
colonies recombinantes. Environ 950 colonies blanches ont été repiquées
aléatoirement dans des plaques à 96 puits contenant 200 ul de milieu de congélation
Hogness (8.8% glycérol, 55 mM K2HPO4 dibasique, 1 mM MgSO4, 26mM KH2PO4
monobasique, 15 mM NH4(S04), complété avec le milieu LB puis incubées à 37 °C
toute la nuit avec agitation.
9. Criblage différentiel de la génothèque soustraite d’ADNc
9.1. Établissement des macro-réseaux
Le criblage différentiel se divisait en trois étapes; soit l’établissement des
macro-réseaux, la synthèse des sondes radioactives d’ADNc et l’hybridation et
détection des clones positifs. Afin d’établir les macro-réseaux, chaque clone d’ADNc
de la génothèque soustraite WM-IS a été amplifié par PCR puis déposé sur une
membrane de nylon. Les colonies repiquées dans les plaques de 96 puits ont été
diluées avec de l’eau stérile à raison de 1:5. De cette dilution, 5 ul de chaque puits ont
été transférés dans les plaques à PCR de 96 puits. À ce 5 ul s’est ajouté 15 ul du pré-
mélange qui contenait: 2 u! de tampon de PCR 1OX avec MgC12 (PE. Roche
Molecular Systems, Inc.), 0.6 ul d’oligonucléotides PCR-Nested 1 (10 uM), 0.6 ul
d’oligonucléotides PCR-Nested 2R (10 uM), 0.4 u! de dNTP (10 mM), 0.2 ul
d’AmpliTaq DNA polymerase (5 U/j.d ; PE, Roche Molecular Systems mc) et 11.2 ul
d’eau stérile. Pour éviter l’évaporation des échantillons, chaque puits a été recouvert
dune goutte d’huile minérale. Le PCR comprenait 27 cycles (95°C: 30 sec ; 67°C t 1
mm; 72°C: 2 mm) dans l’appareil de PCR Twin BlockTM System (EasyCycÏerTM
Series, San Diego, CA, USA) puis les produits furent conservés à 4°C.
‘+3
L’établissement des membranes de macro-réseaux a été effectué à partir d’une
dilution 1:20 des produits de PCR dans une solution de NaOH 0.3 N contenant 5 ¾
de bleu de bromophénol. Quinze pi du mélange de produits de PCR dénaturés ont été
transférés sur des membranes de nylon chargées (Hybond-N, Amersham-Pharrnacia
Biotech) à l’aide d’un appareil pour réaliser les macro-réseaux à 96 puits. Par la suite,
les ADNc ont été fixés aux rayons ultraviolets à une énergie de 150 Mjoules (Gs
Gene Linker, Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada).
Des ADNc contrôles ont été fixés sur les membranes de macro-réseaux. Le
contrôle positif (MMP3) a été généré à partir de 1 jil produit de PCR secondaire de la
population soustraite WM-IS (section 6, Méthodologie). Le volume final de la
réaction était de 30 pi et contemait : 1 tl du produit de PCR, 1.2 pi de l’amorce sens
(1011M), 1.2 pi de l’amorce antisens (10tM), 3 pi de tampon ÏOX. 0.6 111 de dNTP
mix (lOmM) et 0.6 lii de polymérase Advantage 2 DNA polymerase 50X (BD
Biosciences Clontech). Le PCR comprenait 40 cycles et les conditions
d’amplification étaient les suivantes : 94°C : 30 sec; 64°C : 30 sec; 68°C : 2 min
(appareil GeneAmp PCR system 9700. Roche Molecular Systems, mc). Le contrôle
négatif Equ Cl a été généré à partir dune amplification PCR de 1’ADNc pleine
longueur cloné dans un plasmide avec les amorces décrites au tableau I NP-1 et NP
2). Le volume final de la réaction de PCR était de 25 pi et contenait: 1 pi de produit
de PCR, 2.5 pi de tampon 1OX, I pi de Nested primer 1 (10 11M). 1 pi de Nested
primer 2 (l0tM), 0.5 pi de dNTP mix (10 tM) et 0.5 pi de polyrnérase Advantage 2
(BD Biosciences Clontech). Le PCR comprenait 12 cycles et les conditions
d’amplification étaient les suivantes : 94°C : 15 sec ; 68°C $ 30 sec ; 72°C : 1.5 mm;
72°C: 7 min. Les produits de PCR ont été analysés sur gel de 2 ¾ d’agarose, puis ont
été purifiés (QlAquick, PCR purification Kit. Qiagen mc). Des plaques de bromure
d’éthidium ont été utilisées pour estimer la concentration des ADNc contrôles
(Sambrook et Russell, 2001). Ces derniers ont été fixés aux membranes de macro-
réseaux tel que mentionné précédemment à raison de 2.5 pi de MMP3 ($0 ng/pi) et 1
pi de Equ Cl (100 ng/pi).
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9.2. Synthèse des sondes radioactives d’ADNc
Les populations soustraites d’ADNc WM-IS et IS-WM ainsi que les
populations non-soustraites WM et IS provenant du PCR secondaire (section 6,
Méthodologie) ont été utilisées comme sondes d’hybridation afin de réaliser le
criblage différentiel de la génothèque d’ADNc WM-IS (section 8). Les produits de
PCR ont été purifiés (QlAquick, PCR purification Kit, Qiagen mc) et les
concentrations d’ADNc ont été estimées sur une plaque de bromure d’éthidium
[environ $0 ng/pJ pour les différents échantillons (WM-IS, WM, IS-WM, IS)]
(Sarnbrook et Russell, 2001). Trois digestions successives ont été réalisées afin
d’éliminer les intéractions non spécifiques possibles par les adapteurs présents aux
extrémités des produits de PCR secondaire. Deux tg de produits de PCR de chaque
population ont été digérés. La première digestion a été réalisée dans un volume final
de 30 tl pendant I h à 37°C à l’aide d’AfaI (10 U/Iil; Amersham-Pharrnacia
Biotech) et 3 d de 1OX tampon 4 (New England Biolabs mc, Mississauga, ON,
Canada). La deuxième digestion a été réalisée avec l’ajout de 1 d de SrnaI (20 U/tl:
New England Biolabs mc) pendant 1 h à 3 0°C. La dernière digestion fut réalisée suite
à l’ajout de 59 iii d’eau, 10 ii de 1OX tampon 3 (New England Biolabs mc) et Ï i1
d’EagI (10 U/lIl ; New England Biolabs mc) pendant 1 h à 37°C (Diatchenko et cou.,
1999). L’élimination des adaptateurs digérés a été effectuée par une purification
(QlAquick, PCR Purification Kit. Qiagen mc). La trousse « Megaprime DNA
Labelling System» (Amersham Phannacia Bioteci) a été utilisée pour marquer au
32 les sondes d’ADNc (160 ng: IS-WM. ou WM-IS. ou IS et WM), selon les
instructions du manufacturier. Le marquage fut réalisé en incorporant 50 iCi de [Œ
P32]—dCTP (Perkin Elmer Life Sciences mc, Boston, MA, USA) au milieu de
marquage. La radioactivité non incorporée fut purifiée par des colonnes d’affinité
(QlAquick Nucleotide Rernoval Kit, Qiagen mc).
9.3. Hybridation et détection des clones positifs
La préhybridation a été effectuée à 72°C pour une période de 4 h dans un
volume de 20 ml comprenant 4X SET (0.6M NaC1, l2OmM Tris pH 7.4, 4 mM
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EDTA), 0.1% NaPP, 0.2% SDS, 500 %g/ml d’héparine et 1 mM de chacun des
oligonucléotides suivants dénaturés 5 min à 100°C: PCR-Nested 1, PCR-Nested 2R,
P1-LNV, P2R-INV et 2 mM de poiy dADT (Amersham-Pharrnacia Biotech). Les
sondes radioactives d’ADN ont été quantifiées à Faide d’un compteur bêta afin
d’incorporer le même nombre de CPM de sondes marquées aux bouteilles
d’hybridation. La solution d’hybridation contenait 4X SET, 0.1% NaPP, 0.2 % SDS,
500 ig/m1 d’héparine, 10% de dextran sulfate, I mM de chacun des oligonucléotides
(PCR-Nested 1, PCR-Nested 2R, P1-TNV, P2R-INV), 2 mM de poÏy-dAdt et les
sondes radioactives dénaturées 5 min à 100°C. L’hybridation a été effectuée à 72°C
pour une période minimale de 12 h dans un volume de 15 ml. Les membranes ont
subi trois lavages, le premier, d’une durée de 20 min à 68°C, dans le 2X SSC (0.3 M
NaC1. 30 mM C6H5 Na307 x 2H20), 0.1% $DS. Les deux derniers lavages ont été
effectués dans le 0.1X SSC, 0.1 % SDS à 62°C pour 45 min. Les résultats
d’hybridation ont été révélés par autoradiographie à l’aide d’une cassette Kodak
Biomax possédant un écran d’intensification de signal et d’un film Kodak Biomax liS
pour une durée minimale de 4 h à température pièce jusqu’à une durée maximale de
12 h à -70°C. Le développement des films a été effectué à l’aide de l’appareil Konica
SRX-201.
10. Sélection, séquençage et analyse d’homologïe des ADNc
10.1. Sélection des clones d’ADNc
Les résultats de criblage ont permis la sélection des ADNc différentiellement
exprimés (section 9, Méthodologie). Les ADNc sélectionnés correspondaient à ceux
qui démontraient : 1) une hybridation plus forte aux sondes soustraites WM-IS
qu’aux sondes non-soustraites WM; 2) une hybridation plus faible aux sondes
soustraites IS-WM qu’aux sondes non-soustraites IS; et 3) une hybridation plus forte
aux sondes soustraites WM-IS qu’aux sondes soustraites I$-WM. Une amplification
par PCR des ADNc sélectionnés a été réalisée à partir des produits de PCR générés
lors de l’établissement des macro-réseaux (section 9.1, Méthodologie). La réaction
de PCR a été effectuée dans un volume final de 25 pi et comprenait: 1 pi d’ADNc
provenant du produit de PCR. 2.5 pi de tampon fOX. 1 jil de PCR-Nested 1 (10 iM),
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1 iii de PCR-Nested 2 (10 jiM), 0.5 tl du mélange de dNTP (10 mM), 18.5 pi d’eau
et 0.5 pi d’Advantage 2 polyrnerase (BD Biosciences Clontech). La réaction de PCR
comprenait 12 cycles : 1) 94°C : 15 sec; 68°C 30 sec; 72°C 1.5 mm, suivit d’une
réaction d’élongation de 7 min à 72°C (PCR System 9700, Gene Arnp, Roche
Molecular Systems, mc). Par la suite, les ADNc amplifiés ont été visualisés sur un
gel d’agarose 2% avec du bromure d’éthidium afin de conserver les produits de PCR
ne contenant qu’une seule bande d’ADNc. Ces derniers ont été purifiés sur une
colonne d’affinité (QlAquick, PCR Purification Kit, Qiagen mc) avant de procéder à
leur séquençage.
10.2. Séquençage et analyse d’homologie
Les ADNc amplifiés et purifiés ont été séquencés avec l’amorce PCR-Nested
1 (1.5 mM) selon la méthode didéoxy à l’aide de la trousse « Big Dye Terminator
3.0» (ABI Prisrn. Applied BioSystem. PE, Branchburg. NJ). Les produits de
séquençage ont été séparés sur un séquenceur automatique (ABI Prism 310, Applied
BioSystem, PE). Les ADNc ne pouvant être séquencés avec cette amorce furent
séquencés avec l’amorce PCR-Nested 2 en respectant la même technique. L’analyse
d’homologie des séquences a été réalisée à l’aide de la fonction BLAST (
http://www.ncbi.nlm.nih.ov/BLAST/) dans les banques de données NR et EST de
GenBank. Pour être considérées homologues à une séquence de GenBank, les
séquences d’ADNc devaient avoir un match d’au moins 100 paires de bases (pb) et
une valeur de probabilité moindre que e30 pour la banque NR. et moindre que e20
pour la banque EST.
11. Validation de l’expression différentielle d’ADNc sélectionnés
La technique de RT-PCR serniquantitatif a été utilisée pour confirmer le profil
d’expression différentielle de certains gênes identifiés par l’application du HSS.
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11.1. Sélection et préparation des ADNc
Les ADNc choisis pour la validation de l’expression différentielle ont été
sélectionnés selon plusieurs critères; 1) la disponibilité des séquences équines, 2) leur
redondance lors du criblage et 3) leur rôle. GAPD a été utilisé pour normaliser les
valeurs des autres gènes alors que le gène contrôle utilisé lors de l’étude était MMP3,
puis trois autres gènes dont le rôle dans la guérison était connu, soit MMP1. COLÏA2
et DSPG2 ont été utilisés. De plus, trois autres gènes dont le rôle dans la guérison
était inconnu ont été validés, soit CD68, CD163 et ADAM9. Tous ces gènes ont été
analysés à l’aide d’amorces concues à partir de séquences équines (MMP1 GenBank
accession number AF48882, COL1A2 GenBank accession number AB070839,
DSPG2 GenBank accession number Af038127, CD68 GenBank accession number
DM625868, CD163 GenBank accession number DM625936 et ADAM9 GenBank
accession number DM625845) (Tableau III). La validation a été effectuée sur les
mêmes échantillons de peau utilisés pour le HSS, sauf que cette fois-ci les ARN
totaux n’ont pas été regroupés (section 4. Méthodologie). Nous avons ainsi analysé
les gènes précédents pour chacun des 4 chevaux, séparément.
11.2. RT-PCR semiquantitatif
Pour effectuer la validation des gènes sélectionnés. 0.85 tg d’ARN total des
quatres chevaux ont été transformés en ADNc à l’aide de la trousse de « SMART
cDNA PCR synthesis » (C]ontech Lab mc) tel que décrit à la section 4. Le nombre de
cycles nécessaire pour la réaction de PCR de 100 41 du Srnaiï fut déterminé avec le
gène GAPD, pour qu’il soit de même intensité pour tous les chevaux, soit entre 1$ et
22 cycles. Par la suite les produits de PCR ont été dilués 10 fois dans le tampon TE
en prévision des PCR avec les oligos spécifiques. Les PCR spécifiques ont tous été
faits dans un volume final de 25 tl comprenant: 18.5 il d’eau, 2.5 d 10 X tampon
PCR, 1 jii primer sens (104M), 1 41 de primer antisens (104M), 0.5 41 de dNTP mix
(104M) et 0.5 l de polymérase Advantage 2, et avaient tous les mêmes paramètres
soit; 94°C : 30 sec, 64°C : 30 sec et 68°C : 2 min. Les amorces pour les différents
gènes sont présentées dans le tableau ci-dessous, sauf GAPD et MMP3 décrit dans le
tableau II. Le nombre de cycles requis pour les différents gènes étaient : GAPD. 18
4$
cycles ; MMP3, 27 cycles; MMP1, 20 cycles ; COL1A2, 15 cycles; DSGP2, 24
cycles ; CD6$, 19 cycles ; CD 163, 23 cycles et ADAM9, 25 cycles. Les produits de
PCR obtenus ont été entièrement transférés sur un gel d’agarose 2% avec bromure
d’éthidium et visualisés à l’aide de rayons ultraviolets. Des photos digitales ont été
prises à partir de ces gels et une analyse densitornétrique des résultats a été effectuée
avec le programme NIH Image (Research Services Branch (RSB) of the National
Institute of Health (NIH) http://rsb.info .nih. gov/nih-imae/).
Tableau III Liste des oligonucléotides formulés pour la validation de la
méthodologie
Noms Séquences (5’ vers 3’)
eMMP 1-1 GAATGAGAGAGTCCAAGGGAATG
eMMP 1-A GACACAGGAGCCCAGTCGTTG











Les valeurs obtenues avec l’analyse par RT-PCR des différents gènes ont été
normalisées avec les valeurs de GAPD correspondant. Les variances entre les
biopsies des échantillons IS et WvI ont été vérifiées par le test O’Brian et Brown
forsythe (JMP, 1989). Les valeurs corrigées des niveaux d’ARNm des différents
gènes ont été comparées entre les biopsies de IS et de WM à l’aide dun T-test
unilatéral apparié (SAS version 9.0, Cary NC).
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1. Abstract
Disturbed gene expression may disrupt the normal process of repair and lead
to pathologie situations resulting in excessive scaning. To prevent and treat impaired
healing it is necessary to first define baseline gene expression during normal repair.
The objective ofthis study was to compare gene expression in normal intact skin (1$)
and wound biopsies (WM), using suppression subtractive hybridization (SSH) to
identify genes differentially expressed during wound repair in horses. Tissue samples
included both normal intact skin and biopsies from 7 day old wounds. IS cDNAs
were subtracted from WM cDNAs to establish a subtracted (WM-IS) cDNA library.
226 non-redundant cDNAs were identified. Detection of genes previously shown to
be expressed 7 days following trauma, including COL1A2, ANXA2, COL6A3,
ACTB, FGF-7, LAMRÏ, MMPÏ, SPARC and TIMP2, supported the validity of the
experimental design. An RT-PCR assay confirrned an increase or induction of the
cDNAs of specific genes (COLÏA2, MMPI. DSPG2, CD68. CD163 and ADAM9)
within wound biopsies. Among these, COL1A2 and MMP1 had previously been
documented in horses. 68.8% of the cDNAs had not previously been attributed a role
during wound repair, of which SSAT, SERPINB1O and SNX9 were highly expressed
and whose known functions in other processes made them potential candidates in
regulating the proliferative response to wounding. In conclusion, we have identified
novel genes that are differentially expressed in equine wound biopsies and which may
modulate repair. Future experiments must correlate changes in mRNA levels for
precise molecules with spatio-temporal protein expression within tissues.
2. Introduction
Traumatic wounds are common in the horse where primary closure is
frequently precluded by considerable tissue loss and contamination, such that repair
must occur by second intention. Horses suffer from chronic non-healing wounds
similar in appearance to venous leg ulcers in man, and, conversely, from excessive
fibropÏasia also refened to as “proud flesh”, that subsequently compromises
51
epithelialization and contraction. Bath conditions ultimately lead to extensive
scaning which may adversely affect function.
Chronic, indolent wounds appear to resuit, in part, from an imbalance between
matrix metalloproteinases (MMP)s and tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMP)s. Chronic wound ftuid is characterized by elevated levels of proteinases
which lead to excessive protein degradation and the inactivation of critical growth
factors (72). Chronic wounds also contain reduced levels of TIMPs, exacerbating the
degradative environrnent.
Equine proud flesh resembles pathologic scarring in man (hypertrophie scar;
keloid) in which the normal sequence of repair becomes dysregulated and the
evolving scar is trapped in the proliferative phase of repair (24, 31). Several factors
have been incriminated in this condition in horses including an inefficient
inflammatory response ta trauma (78, 79), persistent local up-regulation of pro
fibrotic cytokines (69, 70, 73), a disparity between the synthesis and degradation of
coÏlagen (61), as weÏÏ as microvascular occlusion and deficient apoptosis of the
cellular components of granulation tissue (unpublished data). Despite this lutowledge,
atternpts at arneliorating the repair of chronic wounds and preventing the
developrnent of keloids in the horse have been disappointing. This no doubt relates ta
the lack of information pertaining to the molecular rnechanisms regulating repair.
Dermal wound repair involves intricate exchanges between multiple ceil
types, cytokines and ECM molecules acting locally and in parallel with numerous
systemic factors such as platelets. the coagulation cascade, and cellular and humoral
components of the immune system (66). Events are conventionally divided into
synchronized and interrelated phases including acute inflammation, cellular
proliferation, and flnally, matrix synthesis and rernodeling with scar formation. The
transition between phases requires the activation and/or silencing of rnany genes,
such that a disturbance in gene expression could lead to abnormal scarring.
A handful of studies have analyzed the expression of specific genes during
normal or irnpaired healing, in particular those regulating ECM molecules and
cytoldnes (56, 9, 62). although onlv one has been performed in the horse (61). While
these investigations have yielded valuable data, they are far front comprehensive.
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Indeed, given the complexity of the repair process, a thorough outÏine of ail
contributing molecules is required if healing is to be positively influenced.
Furthermore, prior to interpreting abnonnal genetic responses to wounding, the gene
expression profile of normal injured skin must be characterized, as has recentÏy been
done in man (12) and rats (66).
The objective of this study was to pinpoint genes that are differentially
expressed during the proliferative phase of repair by comparing gene expression in
biopsies of seven day-old wounds with that in intact skin. Identification and
characterization of gene expression pattems will contribute to a better understanding
of the overali repair process and ultimately permit the development of novel
diagnostic and therapeutic strategies to resolve wound healing complications.
3. Materials and rnethods
3.1. Experirnental animal model, tissue collection, and RNA isolation
four healthy, 2-to-3 year old Standardbred mares were used for the
experirnent, which was sanctioned by the Canadian Council on Animal Care. The
animais were kept in standing stails, examined daily for signs of discornfort and
systemic illness and wounds were monitored until complete healing.
Horses were sedated then local anesthesia was performed at the site destined
for wounding on one randornly chosen hemi-thorax per horse. The surgical sites were
aseptically prepared and a full-thickness. 6.25cm2 wound was created with a scalpel
and lefi to heal by second intention with no dressing. Excised skin from each wound
was kept as the normal intact skin sample (1$). Fuli-thickness specimens were taken
seven days post-operatively with an 8-mm diarneter biopsy punch. The biopsies
(WM) included a 3- to 4-mm section of the wound margin cornposed of peripheral
skin and the migrating epithelium. as well as a 3- to 4-mm section of granulation
tissue from the wound center. Biopsies were snap-frozen in liquid nitrogen and stored
at -80°C until RNA extraction. Total RNA from 1$ and WM was extracted as
previously described (3). The concentration of total RNA was quantified by
measuring optical density at 260 mu, and its quality vas evaluated by visualizing the
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28$ and 18$ ribosomal bands following electrophoretic separation on agarose gel
with ethidium bromide (58).
3.2. Suppression subtractive hybridization (SSH)
In order to counter inter-animal variation, identical arnounts (1 tg) of total
RNA from each horse were pooled within 1$ and WM groups. The SSH procedure
was validated and is used routinely in our laboratory (36, 17, 8). Briefly, the SMART
PCR cDNA synthesis kit was used to generate double-stranded cDNA for both 1$ and
WM samples, according to the manufacturer’s instruction (user manual P130411; 3D
Biosciences Clontech, Mississauga, ON, Canada). b produce the first strand cDNA,
1 ug of total RNA from each pooled group was reverse-transcribed in a total volume
of 10 tl with the addition of 42 ng of 14 gene 32 protein (Roche Applied Science,
Lavai. QC, Canada) with an oligo-dT3O primer (CDS: 5’-
AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACT(3 O)(A/C/G!T)(A/G/C)-3’) and PowerScript reverse
transcriptase (BD Biosciences Clontech). Second-strand cDNAs were generated with
the $MARI II 5’-anchored oligo (5’-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG-3’),
followed by a PCR amplification of 20 cycles for 15 samples and of 19 cycles for
WM samples, using Advantage 2 DNA polyrnerase (BD Biosciences Clontech). The
forward (WM-IS) and reverse (IS-WM) reactions were obtained by subtracting
respectively the IS cDNAs fiom WM cDNAs and WM cDNAs from 15 cDNAs using
PCR-Select cDNA subtraction teclmology (user manual PT1117-1; BD Biosciences
Clonetch). To execute this subtraction, WM and 15 cDNAs were digested with RsaI
to generate blunt-ended cDNA fragments (0.2 to 2 kb) suitable for optimal
subtractive hybridization.
Subtraction efficiency was assessed via PCR amplification using equine gene
specific prirners, by comparing the abundance of cDNAs before and afier subtraction.
Two genes were analyzed, one that is constitutively expressed: glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPD), (GAPD GenBank accession number Af 157626;
sense: 5’-CAAGTTCCATGGCACAGICACGG-3’; antisense: 5,-
AAAGTGGTCGTTGAGGGCAATGC-3’); and another that is known to be up-regulated in
wound healing in rodents: MMP3 (40, 47), (MMP3 GenBank accession number
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U62529; sense: 5’- GTTACTATGCGTGGCAGCGTGC-3’: antisense: 5’-
GTGTTGGTCGAGTGATAGAGACC-3’). Advantage 2 DNA polyrnerase (BD Biosciences
Clontech) was used to perform PCR amplification. and 5j.il aliquots were rernoved
after 15, 20, 25 and 30 cycles for analysis on agarose gel. Subtraction efficiency was
estirnated by noting the different number of cycles needed to generate approximately
equal amounts of the corresponding PCR product in subtracted and unsubtracted
samples.
3.3. Cloning of subtracted complementary DNAs
The subtracted cDNAs were cloned into the pDrive plasmid (Qiagen PCR
cloning kit, Qiagen mc, Mississauga, ON, Canada) in 10 jil ligation reaction to
construet the WM-IS subtracted library and used to transform competent TOP 10f’ E.
cou as described previously (36).
3.4. Differcntfal hybridization screening
The subtracted WM-IS cDNA library (950 individual colonies) was used to
establish macroarrays for differential screening, as previously described (36, 17). The
insert of each cDNA clone was amplified by PCR (27 cycles) in 96-well plates using
the PCR-nested primers 1 and 2R as supplied by the manufacturer (BD Biosciences
Clontech) along with ArnpliTaq DNA polyrnerase (Roche Molecular Systems mc).
An aliquot of each amplification product was denatured in 0.3 M NaOH containing
5% brornophenol blue. and 15 41 were vacuurn transfeiied onto a nylon membrane
(Hyhond-N4, Arnersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, QC, Canada) using a 96-
well dot-blot apparatus in order to create the cDNA microarrays. Membranes were
then cross-Ïinked with 150 rnJ UV light (GS Gene Linker, Bio-Rad, Mississauga, ON,
Canada). Positive (MMP3) and negative (EquCl — glycoprotein member of the
lipocalin superfamily) control cDNAs were transferred onto the macroarrays. for
each 96-well plate, four replicate cDNA macroanay membranes were generated.
The subtracted (WM-IS; IS-WM), as well as unsubtracted (WM; 1$) cDNA
pools were used as complex hybridization probes for differential screening of
macroarrays of the WM-IS cDNA library. The cDNA probes were labelled by
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random priming incorporating [Œ32P]-dCTP (NEN Life Sciences, Boston, MA, USA)
as previously described (17). Hybridization and washing conditions of macroarrays
were as previously described (17). Equal quantities (CPM) of each heat-denatured
cDNA probe, subtracted (WM.-IS; IS-WM) or unsubtracted (WM; 1$), were used to
individually hybridize replicate WM-IS macroarray membranes. The membranes
were then thoroughly washed and exposed to a phosphor screen for 4 h and the
images were digitized (Storm 840, Arnersham-Pharrnacia Biotech). DNA sequencing
and gene expression analysis were finally used to further characterize the
differentially hy’bridizing cDNA clones
3.5. DNA sequencing and sequence analysis
PCR amplification of the cDNA clones identified as differentially expressed
by the WM-IS subtractcd probe was perfonned on the PCR product generated
initially for the macroarrays. The primers used for the 12 PCR cycles were PCR
Nested 1 and PCR-Nested 2R. Producis were purified and visualized on agarose gel
to keep those containing a single cDNA hand. Sequencing reactions were perforrned
on clones via the dideoxy rnethod (Big Dye Terminator 3.0, ABI Prism; Applied
Biosystem PE, Branchburg. NI, USA) using the PCR-nested 1 (1.5 mM) or PCR
nested 2R (1.5 mM) primers. An ABI Prism 310 sequencer (Applied Biosystem) was
used to analyze the sequencing reactions. Ultimately, 315 clones provided adequate
resuits and their nucleic acid sequences were analyzed by BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) against GenBank data bases (NR and EST). To be
considered as homologous to a GenBank sequence, a cDNA sequence was required to
have at least 100 base pairs (bp) matched with a probability value of less than e3° for
the NR bank and less than «20 for the EST bank. The differentially expressed cDNA
clones were then categorized into three groups: 1) gene with known sequence and
function; 2) gene with knowi sequence but unknown function; and 3) sequence with
no significant match.
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3.6. Gene expression analysis
Semi-quantitative RT-PCR was used to confirm the differential expression
pattern of selected cDNA clones identified by SSH. The clones were analyzed with
RNA from the four horses used in the experirnent, and for each horse the 15 and WM
samples were cornpared. SMART PCR cDNA synthesis technology (BD Biosciences
Clontech) vas used to generate cDNAs from Ï ig of total RNA from each 1$ and
WM sample, as described above. Equine gene-specific primers were for MMPÏ
(MMPI GenBank accession number AF48$82: sense: 5’-
GACACAGGAGCCCAGTCGTTG-3’; antisense: 5’- GAATGAGAGAGTCCAAGGGAATG-3’),
pro-Œ2 chain of type I pro-coilagen (COLYA2 GenBank accession number
AB07083 9; sense: 5 ‘-CGAAACCTGTATCCGGGCTCAAC-3’; antisense: 5’-
GTCCAAAAGTGCAATGTCAAGGATG-3’), dermatan sulfate proteoglycan 2 (DSPG2
GenBank accession number AFO3 $127: sense: 5 ‘-GACACCACGCTGCTGGACCTG-3’;
antisense: 5’ -CAAGTGAAGTTCCCTCAAATGAGG-3’), cluster differentiation-6$ (CD68
GenBank accession number DN625 $6$; sense: 5’-GCAGCGCAGTGGACATTCTTGG-3’
antisense: 5’-GCTCAGAGTGGCTGGTAGGTG-3’), CD163 GenBank accession number
DN62593 6 (sense: 5 ‘-CACTAC1TGTTCTGGACGTGTGG-3’; antisense: 5’-
GIAAGCAGCTGTCTCTGTCTTCG-3), disintegrin and metalioproteinase dornain-9
(ADAM9 GenBank accession number DN625$45; sense: 5’-
GCTGATCTGGTTTCCAGTTGTCC-3’; antisense: 5’ -CAG AGGACTGCTGCACATAGAC-3’),
and GAPD and MMP3 descrihed earlier. The PCR products were separated on a
TAE-agarose gel with ethidium brornide, visualized with UV light and the images
were then digitized. Image signal intensity was analyzed by densitometry using NIH
Image (Research Services Branch of the National Institutes of Heahh:
http://rsb.info .nih. ov/nih-irnane/).
3.7. Statistical analysis
Gene-specific signais for RT-PCR analyses were norrnalized by establishing a
ratio with corresponding GAPD signals for each sample. Homogeneity of variance
between IS and WM biopsies was verified by O’Brian and Brown-Forsythe tests (2$).
Corrected values of gene-specific mRNA leveis were cornpared between intact skin
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and wound margin biopsies by one-tailed paired T-test (SAS version 9.0, Cary NC).
Data are presented as least-square means ± SEM.
4. Results
4.1. Experimental animal model
Wounds in ail horses went on to heal uneventftilly. None becarne infected or
developed exuberant granulation tissue (proud flesh).
4.2. Identification of differentially expressed genes using SSH
A cDNA library containing transcripts up-regulated seven days post
wounding was obtained by subtracting IS cDNAs from WM cDNAs via SSH (WM
IS). A reverse Ïibrary was also constructed by subtracting WM cDNAs from IS
cDNAs to be used as a control (IS-WM). PCR amplification analysis was used to
verify efficiency of the subtraction procedure by comparing the expression of GAPD
and MMP3 before and afler subtraction. As expected. GAPD showed a rnarked
decrease in relative abundance of cDNA in the WM-IS sample following SSH.
Indeed, GAPD products were detected afier only 15 PCR-cycles in the WM
unsubtracted sample whereas in the subtracted sample (WM-IS), 20 PCR-cycles were
necessary for detection on agarose gel (Fig. lA). To evaluate the enrichment
efficiency of genes known to be up-regulated during wound repair in rodents, the
abundance of MMP3 (40, 47) cDNAs was investigated (Fig. 13). MMP3 PCR
products were observed afler 25 PCR-cycles in both unsubtracted samples while in
the subtracted sample (WM-1S), MMP3 signal was detected afier only 20 PCR
cycles, revealing that MMP3 cDNA had been efficiently enriched. Conversely, the
reverse-subtracted sample (IS-WM) presented no signal. indicating a complete
depletion of MMP3 cDNA. These resuits confirm the effectiveness of both the
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figure 1 Evaluation of subtraction efficiency
A) Reduction of GAPD cDNA foïlowing subtraction in the WM-IS
sample. Equine GAPD-specific primers were used to performed PCR
on WMJS subtracted and WM unsubtracted samples. Aliquots were
collected at different PCR cycles as indicated. GAPD PCR products
(760 ph) were present afier only 15 PCR cycles in the WM
unsubtracted sample whereas in the subtracted sample (WM-IS), 20
PCR cycles were necessary for detection. B) Enrichment of MMP3
cDNA following subtraction in the WM-IS sample. Equine MMP3-
specific primers were used to perfonned PCR on WS-IS and IS-WM
subtracted as well as WM and 1$ unsubtracted samples. Aliquots
were collected at different PCR cycles as indicated. MMP3 PCR
products (670 pb) were observed afier fewer cycles for the WM-I$
subtracted sample (20 PCR cycles) than for the WM unsubtracted
sample (25 PCR cycles).
Subtracted cDNAs were then cloned into a plasmid vector to generate the
WM-I$ cDNA library. Differential hybridization screening was performed on the 950
randomly selected bacterial colonies to eliminate false positive clones. Colonies were
spotted onto four identical sets of macroarrays. and the subtracted (WM-IS and IS
WM) and unsubtracted (15 and WM) cDNA preparations were respectively used as
probes to hybridize the macroarrays. Selection of differentially expressed cDNA
clones was achieved by comparing signal intensities between the four macroanays as
defined by the following criteria. Positive clones hybridized: 1) more strongly with
WM-IS subtracted probes than with WM unsubtracted probes; 2) more weakly with
IS-WM subtracted probes than with 1$ unsubtracted probes; and 3) more strongly
with WM-IS subtracted probes than with I$-WM subtracted probes. Representative



















figure 2 Representative resuits ofdifferential screening by macroanays of the
WM-IS cDNA library
Four identical sets of membranes were dot-blotted with PCR
amplified cDNA fragments obtained by SSH. Hybridization of
macroarrays was then perforrned with four different probes: A)
WM-IS subtracted cDNAs, B) WM unsubtracted cDNAs. C) IS
WM subtracted cDNAs and D) 1$ unsubtracted cDNAs. The dots in
the upper left-hand corner served as internai controls: 1 indicates
MMP3 (positive control) and 2 indicates Equ Cl (negative control).
Examples of cDNAs that were preferentially expressed in WM
cornparcd to IS are indicated by an arrow (NRAS-related gene) and
an arrowhead (COL1A2).
0f the initial 950 clones, differential screening identified 405 true positives.
Following visualization on agarose gel, 361 clones were deemed of adequate quality
to 5e analyzed by sequencing. Three hundred and fifieen clones ultirnately generated
satisfactory sequencing resuits and were matched against GenBank databases. This
comparison revealed that 61.9 % (195/3 15) corresponded to 94 non-redundant known
genes. 20.9 % (66/315) corresponded to uncharacterized cDNAs (BAC or EST















sequences of which 41 were non-redundant (fig 3). Table 1 lists ail the compared
sequences, the known genes, the uncharacterized and the novel sequences, as well as
their frequency of identification during the differential screening. furthermore,
arnong the 125 hown genes, 31 (24.8%) have already been documented in derma
l
wound repair, 8 (6.4%) have been reported in tissue repair, not necessarily specific to
skin, while the expression of 86 (68.8%) bas flot previously been described during













figure 3 Classification ofthe sequenced WM-IS cDNA clones
“Known genes” correspond to genes with known sequence and
function (E < «30). “Uncharacterized sequences” correspond to
genes with known sequence but unknown functions (BAC clones,
cDNAs or EST) (E < «20). “Novel sequences” correspond to
secuences with no significant match in the GenBank database (E>
«2 ). “Known genes” were ftirther subdivided into three categories;
1) genes whose presence had previously been documented in dermal
wound repair; 2) genes whose presence had previously been
reported in tissue repair, not necessarilv specific to skin; 3) and
genes wliose presence had flot previously been reported during
wound repair.
4.3. Gene expression analysis
To confirrn that the genes we identified by SSH are differentially expressed
between normal intact skin and a seven day-old wound margin. a comparative RT
PCR assay was performed on seven selected genes as described in Table 1. for this
























































































































































































































































figure 4 Analysis of mRNA expression by RT-PCR
Total RNA was extracted from 1$ and from seven day old WM from 4
horses used in the experiments. The precise rnethodology is described
in the Materiais anti Methods section. The control gene, GAPD,
showed 110 significant difference between WM and IS samples. Gene
specific signais were thus normalized with corresponding GAPD
rnRNA signais for each sampie. A) COL 1A2 mRNA dispiayed a 4-fold
higher expression level in WM than in 1$ (p<O.001); B) Expression
level of MMPÏ rnRNA was induced in WM (p<O.003); C) DSPG2
displayed a 5-fold higher expression ÏeveÏ in WM than in 1$ (p<O.00l);
D) Expression of CD6S rnRNA was 25-fold higher in WM than in 1$
(p<O.00l); E) Expression ofCDÏ63 rnRNA was 14-fold higher in WM
than in 15 (p<0.00l); f) Expression of ADAM9 mRNA was 1 1-fold
higher in WM p<0.003); and G) Expression of MMP3 mRNA was 2-
fold higher in WM than in 15 (p< 0.003). Probability values were
obtained by one-tailed paired t-test analyses. Data are presented as
least-square means +1- SEM.
The increase was 4-fold for COL1A2. 5-fold for DSPG2, 25-fold for CD68,
14-fold for CD163, 1 1-fold for ADAM9 and 2-fold for MMP3. while MMPY w
as
induced in wound margin cornpared with intact skin.
Tableau I Identification of cDNA clones found by SSH to be differenti
ally
expressed in equine wound margin biopsies (WM) cornpared to intact
skin (1$)
Sequence Identification Homology




Sequences coding with known genes
ABCf2: HS ATP-binding cassette, sub
JLLY1-G3 DN625906 1 B
C001661 95 e-129
famiiy F, member 2
ACAT2: HS acetyl-coenzyme A
JLL5-G2 DN625844 I
NM 005891 89 e-163
acetyltransferase 2 —
JLLII-H7 DN625902 1 ACTAI: OC alpha smooth muscle actin
X60732 93 e -163
ACTA2: HS actin, alpha 2, smooth
JLL13-E9 DN779256 I NM
001613 93 2e-54
muscle. aorta —
JLL7-B12 DN625865 3 ACTB: Bibeta-actin
AY141970 89 9e-38
ACTR2: HS actin-related protein 2
JLLI3-E6 DN625934 1 NM
005722 91 e-175
homolog —
ADAM9: HS disintegrin and
JLL6-A10 DN625$45 2 NM
003816 92 0.0
metalloproteinase domain 9 —
JLL8-G5 DN625878 1 ADAMDEC1: HS ADAM-lik
e, decysin NM014479 86 e-101
63
JLL13-G5 DN625939 2
ALDH7A1: HS aldehyde dehydrogenase NM 001182 92 e-16$
7 family, member Al —
JLLI2-D11 DN625911 2
ADRP: SC adipose differentiation- AF234676 90 e-101
related protem
JLL12-C1 I DN625925 1 ANTXR2: FIS anthrax toxin receptor 2 BC042596 94 e -129
JLL$-D9 DN625 $70 2 ANXA2: FIS annexin A2 NM004039 87 2e -46
JLL6-Dl DN625855 2
ARHE: FIS ras homolog gene family, BC012513 8$ 2e -94
member E
JLL13-G6 DN625940 I ARP1: CF centractin 545367 93 e -134
JLL5-C3 DN625842 2
ARPC1A: HS actin related protein 2/3 NM 006409 93 0.0
complex, subunit lA —
JLLI2-D2 DN625922
ATPMB: BI mitochondrial ATP X060$$ 93 0.0
synthase b-subunit
JLL6-A12 DN625$46
BATI: HS FILA-B associated tranScript BC000361 91 e -126
JLL12-C9 DN625910
C2orfll. HS chromosome 2 open NM 144629 88 e -13$
readmg frame 11 —
JLLI4-E9 DN625951
C6orfl3O: FIS chromosome 6 open BCO2 1579 $9 4e-31
readmg frame hO
JLL6-H3 DN625$53 1 CALU: FIS calumenin NM001219 94 e -159
JLL7-B3 DN625861 1 CCNTI: CH cyclin il gene Af506747 89 le- 73
JLL13-f7 DN625936 1 CD163: SC putative CD163 antigen AJ31 1716 90 le -95
JLLI5-G4 DN625967 I CD36: BT CD 36 antigen NM174010 $4 7e -47
JLL8-E4 DN625$6$ 3 CD68: EC macrophage antigen CD68 AY499346 99 0.0
]LLI 1-E9 DN625898 I CDC16: HS celi division cycle 16 NM003903 $9 e -141
JLL9-H3 DN6258$9 1 CDH1I: FIS cadherin 11. type 2 NM_033664 96 4e-61
JLL$-E9 DN625$72 I CDK4: FIS cyclin-dependent kinase 4 BCO 10153 93 0.0
JLL15-A10 DN625961 1 CLTC: FIS clathrin, heavy polypeptide 5C054489 93 0.0
JLLY4-Hl DN625945 14 COL1A2: EC collagen, type I, alpha2 AB070839 98 e -169
JLLI3-D6 DN62592$ 4 COL3A1: FIS coïlagen, type IIi, alpha I NM00009O 87 2e-159
JLL7-E8 DN625 866 2 COLSA2: SC collagen. type, V alpha 2 A3097498 93 2e -53
JLL1I-G2 DN625900 1 COL6A3: HS col]agen, type VI, alpha 3 NM004369 $8 le-76
JLL7-C7 DN625863 2 CTNNB: SC beta-catenin AB046171 96 0.0
JLLII-F3 DN625899 I CTSK: FIS cathepsin K BC01605$ $1 3e-31
JLLI2-F5 DN625914
CYFIP1: HS cytoplasmic FMRI 3c005097 92 e-13$
mteractmg protem 1
JLL7-G6 DN625$64 I DDX5: HS DEAD box polypeptide 5 NM004396 96 0.0
JLL7-A2 DN625$60 1
DNCI2: FIS dvnein, cytoplasmic. light Bc022934 90 2e-100
mtermediate polypeptide 2
JLL15-C2 DN625960
DSPG2: EC dermatan sulfate AF038127 99 0.0
proteoglycan 2
JLL12-E9 DN625912 2
EIF4A2: HS eukatyotic translation 3C012547 94 le -65
mitiation factor 4A, isoform 2
JLL$-D10 DN625874 1
ELOVL1: FIS elongation of very long 3C000618 93 2e -46






































































EPO4: HS for likely ortholog of mouse
1 immediate early response,
eiythropoietin 4
1 FGF-7: OA flbroblast nrowth factor-7
3 FTH: EC ferritin heavy chain
1 FTL: EC ferritin light chain
GPRI 16: HS G protein-coupÏed receptor
116
I
GPR86: HS G protein-coupled receptor
86
I H3.33: US H3 histone, farnily 3D
HLA-DRA: EC (haplotype ELA
I DRÀ(2)-1/l) MI-IC class II DR-alpha
(DRA) gene
JLL15-F12 DM625958 4
HNOEL iso protein: US olfactomedin- BC009920
like 3
hnRNP-K: OC heterogenous nuclear
ribonucleoprotein K
1 IARS: US isoleucine-tRNA synthetase
1
1Lf2: HS interleukin enhancer binding
factor 2, 45KDa
1 ITGBL1: HS integrin, beta-like 1
ITMI; HS for integral membrane
protein I
I
K-alpha-I: US tubulin, alpha,
ubiquitous
1 KPNA1: US karyopherin alpha 1
3 LAMR1: HS laminin receptor 1
2 LBP-la: US upstream binding protein I
2 LPC1: EC lipocortin-1
1 LUM: BT lumican
1
MEFC2: HS MADS box transcription
enhancer factor 2, polvpeptide C
1 MMP1: EC matrix metalloproteinase 1
Mn-SOD: EC manganese superoxide
dismutase
7 MT: EC mitochondrial DNA
NANB: PN gene for non-A non-B
I hepatitis-associated microtubular D90034
aggregates protein p44
I NAT1: OC translation repressor MATI
1
NDUFB6: HS NADU dehydrogenase
(ubiquinone) I beta subcomplex, 6
1
NUMB: US numb homoÏog
(Drosophila)
I















































OSPL8: HS oxysterol binding protem-




U76542 92 e -172
synthase long forrn
JLL1 1-A12 DN625$93 2
PECAM: BPplatelet endothelial ceil
D82082 $6 5e -61
adhesion molecule-1
JLL1 1H2 DN625901
PHKB: OC phosphorylase kinase beta M646557 90 2e -79
subunit
JLL7-G7 DN625$67 1
PIGN: HS phosphatidylinositol glycan,
BCO2$363 8$ e-159
class N
JLL1 1-F2 DN625892 8 PIIINP: BI pro-collagen type III L47641 91 e -170
JLL6-G2 DN625$44 1 PIL: HS protease inhibitor 1-like Af20 1948 88 2e -57
JLL5-C4 DN625843 I PREI3: HS preimplantation protein 3 NM1994$2 84 3e -59
JLL12-C2 DN625909 1 PRIM2A: FIS primase, polypeptide 2A NM_000947 95 0.0
ILLI3-A$ DN625930 1 PRSS23: FIS protease, serine, 23 BC001278 92 e -112
JLL12-E6 DN625926 1 PSAP: FIS prosaposin NM_002778 87 6e -73
JLL6-C4 DN625 856 1
PSMB1: HS proteasome subunit, beta
NM 002793 91 3e -44
type,1 —
JLL13-E10 DN625944
PSMC3: FIS proteasome 265 subunit,
BC008713 94 5e -$3
ATPase,
JLLI4-H2 DN625956 1 PSSÏ: HS phosphatidylserine synthase 1 BC004390 90 6e-31
JLLI3-H9 DN625941 1 RhBG: SC Rhtype B glycoprotein AY013261 85 8e-63
JLL9-C6 DN625891 1
RiFI: HS telomere-associated protein
NM 018151 84 5e-74
RIFI homolog —
JLL12-f 11 DN625913 I RPL7: EC ribosomal protein L7 AY246730 100 le -$5
JLL13-E12 DN625933 1
SEC24D: FIS SEC24 related gene
NM 0148222 90 e -143
famdy, member D —
JLL12-Gl DN625907 2 SEPP1: HS selenoprotein P, plasma, 1 BC015875 $0 2e -88
JLL13-C12 DN625943 1
SERPINB1O: FIS serine (or cysteine)
NM 005024 85 5e -95
protemase mhibitor, clade B, member 10 —
JLL13-f9 DN625937 1
SERPINF1: serine (or cysteine)
NM 002615 90 e -103
proteinase inhibitor, clade F, member 1 —
JLL8-C4 DN625869
SLC38A2: HS solute carrier family 38,
BC016909 90 4e -74
member 2
JLL8-F7 DN625873 1
SMCJ: BT structural maintenance of
AF072712 92 e -159
chromosomes 1
JLL6-C7 DN625$51
SNBPA: HS alpha synuclein binding
AB069975 95 0.0
protein
JLL14-D4 DN625955 I SNX9: FIS sorting nexin 9 NM016224 84 3e -37
JLLI2-H9 DN625918
SPARC: EC secreted protein, acidic,
Af 115756 100 e -113
cystern-rich (osteonectm)
JLL12-C3 DN625919 1




SRP9: CL signal recognition particle




SRPX: HS sushi-repeat-containing BC020684 90 2e-97
protein, X-linked
JLLI2-B2 DN625924 1
SSAT: HS spermidirie!spermine NI- Z14136 85 6e-88
acetyltransferase
JLL13-G1 DN625938 1
SSR1: HS signal sequence receptor, NM 003144 86 3e-56
alpha —
JLL8-G6 DN625$76 1 STX12: HS syntaxin 12 BC046999 83 2e -44
SUPT16H: HS suppressor of Ty 16 NM 007192 95 2e-$8JLL15-A8 DN625966 homolog —
JLL$-D12 DN625877
SYNE2 HS spectrin repeat containing, NM 015180 81 3e -43
nuclear envelope 2 —
JLL6-B1 1 DN625847 3 TCFJ2: HS transcription factor 12 NM207040 96 0.0
JLL14-A10 DN625947 1 TF: EC transferrin gene Af 140799 95 3e -59
JLL6-C5 DN625850 2 THBS2: HS thrornbospondin 2 NM003247 $9 6e -70
JLL15-C1 DN625965
TIMP2: HS similar to tissue inhibitor of BC040445 $8 le -55
metalloproteinase 2
JLLI5-G9 DN625968
TNFAIPI: HS tumor necrosis factor, AY065346 8$ le-42
alpha-induced protein 1 (endothelial))
JLLI4-F12 DN625952 1 TOP2A: HS topoisomerase AB0093$7 95 0.0
JLL9-E6 DN6258$5 I TPM4: HS tropornvosin 4 BC037576 90 e -102
JLLI5-H4 DN625964
TXNDC: HS thioredoxin dornain BCO 16769 85 2e -42
containing
JLL12-Gl 1 DN625915 1 TYRP1: EC tyrosinase-related protein 1 BK000021 94 e -149
JLL6-G6 DN625854 3 UBQLNI: HS ubiquilin 1 BC039294 88 le -70
JLLI3-C5 DN625931 I UNP: HS ubiquitin specific protease AB01445$ 92 e -174
JLL12-B5 DN625908 1 VCL: SC vinculin AF165 172 $9 e -131
JLLI 1-D$ DN625$97 1 VNN3: HS vanin 3 NM018399 85 2e -54
YWHA: HS tyrosine 3-
JLL15-E5 DN625962
monooxygenase/ttyptophan BCO5I$14 97 le-90
monooxygenase activation protein, zeta
polypeptide
JLL15-f 10 DN625963 1 ZNF2O7: HS zinc finger protein 207 BC008023 97 e -176
JLL9-Dl DN625 $83 1
HS Bcl-2-associated transcription factor Af249273 95 0.0
short
HS Iikely ortholog of mouse Mak3p BC012731 $4 2e-32JLLI2-Dl0 DN625921 2 homolog
JLL13-B6 DN625942 1 HS lung cancer-retated protein 8 BC005005 90 le -46
JLL13-Cl DN625929 3 HS NRAS-related gene BC017662 96 0.0
JLL6-H6 DN625$59 1
HS putative breast adenocarcinoma BC002502 92 e-165
marker
HS transiocation T(4:ll) ofALL-1 gene L04731 87 le-55ILL1 l-f5 DN625904 1 to chromosome 4
JLLI4-El2 DN625950 I
HS WD repeat and SOCS box- BC048007 91 e-122
containing 1
Secjueces coding with uncharacterized seqztences




































































AC024941 90 e-12$1 HS 12 BAC clone RP11-900F13
3 SCcloneRP44-361124 AC1044$1
1 EC clone CH241-67M21 AC12490$
1 ECcloneCH24l-137P22 Ac124904
Ï FIS chromosome 1 clone RP1 1-397P13 AC114402
1 FIS chromosome 5 clone CTC-498M5 AC008541
1 HScDNAFLJ4I763 fis AK123757
1 FIS cDNA fLJ35446 fis AK092765
1 HS cDNA FLJ34052 fis AK091371
1 HScDNAFLJ35315 fis AK092634
Ï FIS cDNA fLJ13267 fis AX023329
1 HS cDNA FLJ 12993 fis AK023055
1 HScDNAFLJ9O697fis AK07517$
2 FIS mRNA for K1AA0196 nene D83780
I HS mRNA for K1AA0152 gene D634$6
I MM RIKEN cDNA 4833420120 gene BC027003
MM aduit male testis cDNA REKEN -
1 . . Ak07670
fuIl-length enriched hbraiy
I HS hypothetical protein fLJ2O 171 BC052574
1 HS hypothetical protein MGC4825 3C002333
I FIS hvpothetical protein FLJ 10375 BC038855
I HS hypothetical protein FLJ2 190$ NM024604
I FIS hypothetical protein fLJ 10407 3C003 082
I HS DNA sequence AL929236
1 HSDNAsequence AL15S$24
2 HSDNAsequence ALI3$765
I HS Soares fetat liver spleen INFLS 3X097361
I HS Soares fetal heartNbHH 19W W93 572
3 FIS Soares placenta Nb2HP 3X104964
I FIS Soares melanocyte 2NbHM H9$062
1 FIS clone 602704037F 1 NIFI MCC 15 BG746714
FIS Melton Normalized Human Is]et cK820’76
— N4-HIS I —
EC Unstirnulated peripheral blood cD535673
leukocytes
1
EC Unstimulated peripheral blood CD535494
leukocytes
1
EC Unstimulated peripheral blood CD464 172
leukocytes
EC Stimulated peripheral blood CD4683’4
leukocvtes =



















































EC Stimulated peripheral blood CD469425
leukocytes
1
EC Stimulated peripheral blood CD46$959
leucocytes
1











1 SC 938741 MARC 4PIG
I SC93596OMARC4PIG
EC Horse Lambda Zap Express Library AW261090
Equus caballus cDNA 5
Cf Canine heart normalized cDNA
1 Cf410i49
Library in pBluescript

































































JLLI3-B5 CX1357$1 1 No match
JLLÏ4-C3 CX135782 I No match
JLL12-G8 CX1357$5 1 No match
JLLI4-G1 CX135786 I No match
JLL5-H9 CX135787 I No match
JLL14-D6 CX1357$$ 1 No match
JLL6-F11 CX135789 I Nomatch
JLLY3-B11 CX135790 1 Nomatch
JLL12-A9 CX135791 1 No match
JLLI2-A3 CX 135792 Ï No match
JLL14-D1 I CX135794 I No match
JLLI2-H5 CX135795 I No match
JLL12-D6 CX 135796 1 No match
JLL6-B6 CX 135797 1 No match
JLL8-G12 CX 13579$ I No match
JLL13-D5 CX135799 1 No match
JLL7-B11 CX135800 1 No match
JLL9-H9 CX135801 I No match
JLL9-B6 CXI3 5802 1 No match
JLL9-H1 1 CX135803 1 No match
]LLI5-B9 CX135$04 1 No match
JLLII-f12 CX135$05 I Nomatch
JLL$-fIl CX135806 1 Nomatch
JLL1I-C9 CX135$07 I No match
JLL5-H$ CX135$0$ I No match
Frequency of cDNA clone identification from macroarray analyses of WM-IS
subtracted library.
tHS: Homo sapiens; OC: Oryctolagus cuniculus; BT: Bos taurus; SC: Sus cr
ofa; CF:
Canis farniliaris; CH: Capra hircus; EC: Equus caballus; OA: Ovis aries; PI: Pan
troglodytes; B?: Bos primigenius: CL: Canis lupus; BAC: bacterial artificial
chromosome; MM: Mus musculus
*Identity represents percent hornoÏogy estimates of equine cDNA fragments with
nucleotide sequences in GenBank (NR or EST) via BLAST search
5. Discussion
Disruption in the regulation of gene transcription might favor the development
of chronic indolent wounds or fibroproliferative disorders such as “proud flesh” in the
70
horse. Characterization of the specific genes regulating the proliferative phase of
repair should provide valuable information about processes such as angiogenesis,
fibroplasia and epithelialization. Although some key genes are already known, it is
clear that rnany more rernain to be identified.
Our biopsies contained multiple distinct celi types which rendered data
interpretation challenging. however. as the interaction between these ceils is central
to repair we deemed it crucial to investigate wound margin samples rather than
isolated ceils in culture. Because several of the basic events controiling wound repair
at the gene level rernain obscure, we elected to use SSH rather than more
conventional molecular approaches which target candidate genes.
0f the high throughput molecular techniques cunently available, cDNA
microarrays are very efficient as they allow to determine the sirnultaneous expression
of thousands of genes. However, gene identification is limited to those present on the
microarray, precluding the discovery of new genes. Additionally, at the onset of our
study, equine-specific microarrays had not yet been developed (20). An added benefit
of SSH over cDNA microarray teclmoiogy is that PCR amplification of the cDNA
pools prior to hybridization enables SSH to be performed with Ïimited quantities of
mRNA, a significant advantage when attempting RNA extraction from tough horse
skin.
To veri’ the differential expression of genes identified by SSH, an RT-PCR
assay compared the expression of specific genes in normal intact skin and in seven
day-old wound biopsies. These genes were selected according to the availability of
equine-specific primers as well as their redundancy of expression, their
oligonucleotide sequence and their role. Three had a previously described role in
dermai wound repair [COL1A2 (65, 61); DSPG2 (5); MMP1 (65, 74, 61)] while the
others were not known to be expressed in healing dermai wounds (CD6$; CD163;
ADAM9). Ail six genes showed a statisticaily significant increase in wound margins
compared with normal intact skin. validating both the model and the techniques.
Additionally, we identffied fine other genes which had previously been detected in
seven day old wounds in other specics: COLÏA2 (61); MMP1 (61); TIMP2 (65):
COL6A3 (48); secreted protein acidic cystein rich (SPARC) (53); FGF-7 (76);
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aimexin A2 (ANXA2) (44); laminin receptor (LAMR)1 (49); and beta-actin (ACTB)
(4). Their identification further corroborates our methodology.
The COL 1A2 gene codes for the pro-a2 chain of type I pro-collagen. While
collagen is essential to the structural integrity and mechanical strength of tissues, its
abnormal accumulation resuits in fibrosis. During wound repair, collagen participates
in wound contraction via cross-linking and regulates cytokine activity through
specific binding. Cytokines, in particular transforming growth factor-beta (TGF-f3),
can stirnulate collagen type I synthesis by fibroblasts (23). Collagen type I a2 mRNA
is expressed in equine dermal wounds seven days following trauma (61). The protein
has been shown to accumulate to a greater extent and in a disorganized manner in
horse wounds that are predisposed to excessive scarring (78, 61). In the present study,
screening of our WM-I$ subtracted cDNA library identified the COLI A2 gene 14
tuTies.
Dermatan sulfate proteoglycans (DSPG)s play a significant role in tissue
developrnent and assembly. as well as participating in direct and indirect signahng
and modulating the cellular response to growth factors (1$). for example, DSPGs are
thought to increase growth factor-mediated fibroblast migration and proliferation
(15). Dermatan sulfate proteoglycan 2 (DSPG2) was previously identified in denual
wound repair seven days following trauma (5) and was found twice in the cuiient
smdy. Since ‘proud flesh” is characterized by an increased density of dermal
fibroblasts, it might be interesting to study the implication of D$PG2 in limb wounds
predisposed to excessive scailing.
Matrix metaÏloproteinase 1 is criticaÏ to wound repair as it is one of only three
collagenases able to degrade interstitiaÏ collagens. Reduced expression of MMP1
retards such important processes as ceil migration, angiogenesis and tissue
rernodeling, thus siowing the repair process. A study defining the pattem of change
during the repair of skin wounds in pigs reported no detectable mRNA for MMP1 in
intact skin, however by 24 hours post-wounding levels peaked then progressively
declined until day 35 (74). In the present study. screening of the WM-IS cDNA
library confirmed the presence of MMPÏ in seven day old body wounds in horses.
Defective collagenolysis is a feature of hypertrophic scars and keloids in man and
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excess TGf-f3, which inhibits ECM turnover by concurrently inducing TIMP and
reducing MMP expression, has been incriminated. WhiÏe TGF-13 rnRNA and protein
Jevels persist over time in repairing equine limb versus body wounds (61, 69), a
recent study documented a significantly greater amount of MMP1 mRNA in body
than in leg skin of horses prior to wounding, however this difference in gene
expression disappeared seven days following trauma (61). These data are unexpected,
as it could 5e anticipated that wounds of the horse limb, predisposed to excessive
fibroplasia, would display reduced levels of MMPs during the proliferative phase of
repair. We plan to verify this data using SSH to compare biopsies from seven day old
body and leg wounds in horses.
While CD6$, CD163 and ADAM9 have flot specifically been associated with
the repair of skin wounds, these genes are known to regulate certain responses to
trauma. Human CD68 and its mouse homolog macrosialin are trans-membrane
proteins found almost exclusively in macrophages and macrophage-like ceÏÏs (27).
Although the exact function of CD68/macrosialin proteins remains to be elucidated,
in practice CD6$ is ofien used to evaluate the importance of monocytes/macrophages
in tissues (22). We report an increase in CD68 expression in seven-day wound margin
biopsies cornpa;-ed to intact skin, suggesting the presence of monocytes/macrophages
in the tissues, previously shown histologically (69). Interestinglv, wound repair in the
horse is characterized by a weak but protracted inflamrnatory phase (78), which may
perpetuate the release of tissue-damaging lysosomal enzymes as welI as mediators
such as TGF-f3 which over-stirnulate fibroplasia leading to the formation of exuberant
granulation tissue (13). It would 5e interesting to investigate whether CD68 rnRNA is
differentially expressed in equine limb wounds predisposed to the deveÏopment of
“proud flesh” versus the nonnally repairing body wounds investigated herein.
CD163 is exclusively expressed on peripheral blood monocytes and tissue
macrophages (32) Binding of haptoglobin-hemoglobin complexes to CD 1 3-bearing
ceils allows degradation of the ligand and metabolism of heme, which appears to
minimize inflammation. Moreover. shedding of CD 163 generates substantial amounts
of soluble receptor in plasma (43), which actively inhibits lymphocyte proliferation
thereby modulating the ceils’ response to an inftammatory stimulus (71). It has
Ii
recently been shown that TGf-f rnarkedly reduces the expression of CD 163, via
transcriptional regulation (51). The protective effect of CD 163 against inflammation
may be relevant in wound repair. In the current study we documented a significant
increase of CD 163 in seven day old wounds compared with intact skin. Interestingly,
an increased expression of CD163 was also documented in chemically-induced skin
blisters in humans, concomitant with differentiation of blood monocytes into
macrophages (50). In view of the prolonged inflammation (78) and persistent
expression of TGF-13 within repairing equine limb wounds in comparison to body
wounds (61, 69), we hypothesize that CD 163 gene expression might be diminished in
limb wounds in horses.
Meltrin gamma (ADAM9) contains both metalloproteinase and disintegrin
domains and is probably implicated in the transition from wound bed provisional
matrix to collagenous scar. The disintegrin domain supports integrin-mediated celi
adhesion and may thus play a role in regulating celi rnotility and proliferation.
Furthermore, ADAMs have emerged as major sheddases in that they enable release of
ceil-surface proteins including cytokines. their receptors, and ceil adhesion
molecules. with a subsequent impact on extracellu]ar signaling (30). The ability of
ADAM9 to interact with integrins and ECM proteins as well as play a decisive role in
signaling events suggests that it could modulate wound repair (77). Wounds on the
limbs of horses may become trapped in the proliferative phase of repair, triggering
subsequent delays in wound contraction and epithelialization. Given the roles of
ADAM9, a deficiency might impede the replacement of fibronectin by proteoglvcans
and collagen, sustaining immature granulation tissue within the wound bed. This is a
feature of chronic wounds, as are delays in epithelial migration, also a potential effect
of insufficient ADAM9. Converselv, excess ADAM9 could stimulate over
proliferation of fibroblasts with attending hypergranulation, characteristic of lirnb
wounds of horses. This rnight be compounded by the release of certain cytokines.
exerting chernotactic and mitogenic effects. It would be interesting to study the
spatio-temporal expression of ADAM9 during the proliferative phase of repair in
horses, given its likely role in both normal and pathologic repair.
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0f the 31 genes previously shown by others to be expressed during dermal
repair, nine had been documented specifically seven days following trauma
(mentioned above) whiÏe tue presence of 22 had been shown in dermal wound repair
but flot specifically during the proliferative phase (Table II).
Table II Classification of the 22 genes previously reported to be present in
dennal wound repair but flot known to be expressed specifically during
the proliferative phase
EST # Hornology - Description Model References
codingfor cellular proteins
JLL1 1-H7 ACTAI: OC alpha smooth muscle actin in vivo 61, 59 and 14
JLLI3-E9 ACTA2: HS actin, alpha 2, srnooth muscle, aorta in vivo 12
JLL13-G6 ARPI: Cf centractin in vivo 12
JLL8-59 CDK4: HS cyclin-dependent kinase 4 in vivo 52
JLL14-A$ SRP9: CL signal recognition particle 9 proteiri in vivo 66
JLL14-C1 1 MT: EC mitochondrial DNA in vivo 63
JLL13-E6 ACTR2: HS actin-related protein 2 hornolog in vitro 41
JLL5-C3 ARPC1A: HS actin related protein 2/3 complex, subunit lA in vitro 41
ILLI5-A10 CLTC: HS clathrin, heavy polypeptide iii vitro 67
JLL7-A2 DNCI2: HS dynein. cytoplasmic. light intermediate polypeptide in vitro 1 6 and $0
‘7
JLLI2-B5 VCL: SC vinculin in vitro 55 and 7
coding for membrane proteins
JLL15-G4 CD36: BT CD 36 antigen in vivo 64
JLLI 1-A12 PECAM: BPplatelet endothelial celi adhesion molecule-1 in vivo 19
cocling for ECM proteins
JLLI3-D6 COL3A1: HS collagen, type III, alpha I in vivo 59
JLL1 1-F2 PIIINP: BT pro-collagen type III in vivo 37 and 33
JLL7-E8 COL5A2: SC collagen type V alpha 2 in vivo 6
JLLI2-G1 SEPP1: HS selenoprotein P, plasma, I in vivo 37
JLLIS-C2 DSPG2: EC dermatan sulfate proteolvcan 2 in vivo 5
JLL6-C5 THBS2: HS thrombospondin 2 in vivo 2, 35 and 34
coding for cellular and membrane proteins
JLL7-C7 CTNNB: SC beta-catenn in vivo 10
codingfor semrn proteins
JLL14-AlO IF: EC transfenin gene in vivo 26
ILL15-H4 TXNDC: HS thioredoxin domain containing in vivo 1
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We also identffied eight cDNAs corresponding to genes documented in the
repair of bone tcathepsin K (CTSK) (29); calumenin (CALU) (45)], retina [serine
proteinase inhibitor, clade f, member 1 (SERPINF1) (68, 60)], cornea [lumican
(LUM) (57) and cadherin (CDH)1 1 (42)], or nervous tissue [rosaposin (PSAP) (21)
and lipocortin-1 (LPC1), LUM and ferritin light chain (fTL) (46)].
The remaining 68.8% cDNAs identified by SSH screening had flot previously
been attributed a role in wound repair. Among these, we believe that
spermidine/spermine-N-acetyltransferase (SSAT), serine proteinase inhibitor B 10
(SERPINB1O) and sorting nexin 9 (SNX9) in particular could be interesting novel
candidate genes associated with the proliferative phase of dermal wound repair in
horses.
Catabolism of poÏyamines spermidine and spennine is achieved by the
collaborative effort of two enzymes, cylosolic SSAT and a polyamine oxidase (25).
Spermidine and spermine appear crucial to the proliferation of mammalian ceils via
the promotion of ceil growth or the induction of apoptosis when they occur in excess
(75), while it appears that an activation ofpolyamine catabolism, via SSAT, is more
closely related to an anti-proliferative action (25). It has recently been shown that
overexpression of SSAT enhances integrin-rnediated migration of leukocytes and
epithelial and endothelial ceils (il). Thus, SSAT could potentially be involved in celi
migration and / or apoptosis, both critical to wound repair. Specifically, it would be
interesting to investigate the role of SSAT during angiogenesis and epithelialization,
as well as during chronic inflammation when leukocyte migration is excessive and
persistent.
The SERPTNs are a superfarnily of proteins that trap their targets by
undergoing a conformational rearrangement in order to protect celis from proteinase
rnediated injury. SERPfNBYO, formerly known as proteinase inhibitor 10 (P110) or
BOMAPTN. belongs to the ovalbuminlserpin clade B and is a competitive inhibitor of
thrornbin and trypsin, It possesses a 45% amino acid identity with plasminogen
activator inhibitor-2, human leukocyte elastase inhibitor, and cytoplasmic
antiproteinase (54). It bas been attributed a roTe in the regulation of celi growth or
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differentiation, angiogenesis, as wefl as tumor celi invasiveness. It is thus possible
that SERPP\TB 10 is involved in both the inflamrnatory and proliferative phases of
repair, where it may modulate dot formation and/or alter the formation of new blood
vessels within granulation tissue.
$orting nexin 9 belongs to a group of proteins believed to participate in
sorting processes in the celi. It has been found to cooperate with activated Cdc42-
associated kinase-2 (Ack2) through an interaction occurring between a proline-rich
dornain of Ack2 and the Src hornoÏogy 3 domain of SNX9. In mammalian celis. Ack2
interacts with the receptor for EGf, interaction stabilized by SNX9. Upon stimulation
with EGF, SNX9 becomes tyrosine-phosphorylated and is suggested to play a role
together with Ack2 in the degradation and recycling of the receptor for EGf, leading
to reduced levels in celis (38). $ince EGf modulates nurnerous cellular activities
during the healing process, depletion of its receptor through the action of SNX9 must
be tightly regulated or could lead to aberrant repair including, arnong others, delays in
epithelialization.
It is worthwhile to note that this study profiled gene expression at one specific
time-point, while wound repair is a dynamic process. Indeed. one would expect
progressive changes in the expression pattem of a gene over time. Future studies have
been planned to address this issue: specffically, we intend to rnap the spatio-temporal
expression of selected genes in both normal wounds and those healing aberrantly.
In conclusion, we have succeeded. through the use of SSH, in sketching a
partial blueprint of the baseline gene expression profile during the proliferative phase
of normal dermal wound repair in horses. It is apparent from this study and others
that more genes may be active players in the normal transcriptional response to
injury. Although the immediate significance of some gene sequences identified by
$SH may not be readily apparent, we did identify several others that are highly
expressed afier injury and may have an unappreciated role in regulating the
proliferative response to wounding. This initial step serves as a precursor to
elucidating abnonnal genetic responses to trauma in order to eventually predict which
wounds may be predisposed to a chronic inflammatory response or excessive
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fibroplasia and extensive scarring. Moreover, the data generated herein enables the
design of hypothesis-driven studies that will describe the fiinction of key genes in
biological processes. Future experiments must correlate changes in rnRNA levels for
precise molecules with spatio-temporal protein expression within the tissues.
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Discussion générale
La guérison tissulaire chez les manrnifêres est un processus complexe dont le
contrôle temporel dépend de l’activation et de la désactivation de plusieurs gènes.
Une perturbation de la transcription génique pourrait favoriser le développement de
plaies chroniques ou de désordres fibroprolifératifs. Les blessures situées sur l’aspect
distal du membre du cheval sont particulièrement prédisposées au désordre
fibroprolifératif nommé « bouton de chair », qui implique une production exubérante
de tissu de granulation. Ce dernier inhibe les phases subséquentes de la guérison et
mène à la cicatrisation excessive. La caractérisation des gènes régulant la phase
proliférative de la guérison fournirait des renseignements précieux sur les évènements
compris dans cette phase tel l’angiogénèse, la fibroplasie et la réépithélialisation.
Bien que certains de ces gènes soient déjà connus, plusieurs autres demeurent à ce
jour inconnus.
Dans cette étude nous avons utilisé la technique de HSS afin d’identifier les
gènes différentiellement exprimés dans les tissus lors de la guérison normale, dans le
but de clarifier le contrôle moléculaire de ce processus. Puisque l’interaction entre les
différents types cellulaires est essentielle au bon déroulement de la guérison, nous
avons jugé nécessaire détudier les échantillons de bord de plaie plutôt qu’un seul
type cellulaire en culture, malgré que cela compliquait l’interprétation des données.
De plus, comme plusieurs évènements impliqués dans le contrôle génique de la
guérison demeurent obscurs, nous avons préconisé l’utilisation du HSS plutôt que des
techniques de biologie moléculaire plus conventionnelles qui ciblent des gènes
connus et auxquelles échappent leurs homologues anonymes. En effet, le HSS permet
la découverte de nouveaux gènes. et, comparativement aux méthodes traditionnelles
comme l’hybridation Northern ou in situ qui favorisent le concept « un gène:une
expérience », le HSS permet l’étude simultanée de nombreux gènes.
Parmi les techniques qui étudient un large éventail de gènes lors d’une seule
expérience, les micro-réseaux d’ADNc sont très efficaces puisqu’ils permettent de
déterminer l’expression concomitante de milliers de gènes. Cependant,
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l’identification des gènes se limite à ceux présents sur le micro-réseau, ce qui écarte
la possibilité d’en découvrir de nouveaux. De plus, lors du lancement de notre étude,
les micro-réseaux spécifiques à l’espèce équine n’étaient pas commercialement
disponibles (Gu et Bertone, 2004). Un autre avantage du HSS comparativement au
micro-réseau d’ADNc est que l’amplification par PCR des pools d’ADNc avant
l’étape d’hybridation diminue la quantité d’ARNm requise pour le HSS. Comme il
est difficile d’extraire l’ARNm provenant de la peau de cheval, c’est un atout non-
négligeable.
En plus d’identifier simultanément les gènes sur- (WM-IS) et sous-exprimés
(IS-WM), le HSS présente d’autres avantages par rapport aux techniques alternatives.
Par exemple, le HSS favorise la détection de gènes ayant une expression différentielle
marquée (augmentée plus de 5 fois) entre les échantillons, puis, une étape
d’hybridation normalise Fabondance des séquences durant le processus de
soustraction, assurant une représentation égale des séquences rares. Malgré ses
nombreux avantages le HSS possèdent aussi ses limites. En effet, certains gènes
répertoriés comme ayant une expression différentielle lors de la guérison cutanée
peuvent ne pas avoir été identifiés. Les raisons précises de ce phénomène sont
méconnues, par contre plusieurs hypothèses existent. Pour un gène donné, ceci
pourrait résulter de: 1) la faible différence d’expression entre la peau normale et la
plaie; 2) un faible niveau «expression; 3) les limites de détection du criblage
différentiel; ou 4) le nombre limitant de clones sélectionnés. Lors de notre étude.
nous avons porté un intérêt particulier aux deux dernières possibilités. Nous avons, en
effet, sélectionné un nombre important de clones, soit 960, et nous avons avons
développé deux filins par macroréseaux, soit un exposé normalement et un deuxième
sur-exposé afin de détecter les clones positifs ayant un signal d’une intensité plus
faible.
Afin de confirmer le patron d’expression génique différentielle identifiée à
l’aide du HSS. une analyse par RT-PCR a comparé l’expression de certains gènes
dans les biopsies 1$ et WM. Ces gènes on été sélectionnés selon la disponibilité de
leur séquence équine, leur redondance «expression, ainsi que leur implication lors du
processus de guérison. Trois avaient déjà été impliqués lors de la guérison cutanée
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[COL1A2 ($oo et cou., 2000; Schwartz et cou., 2002); DSPG2 (Bentley, 1967);
MMP1 (Soo et cou., 2000; Wang et cou., 2000; Schwartz et cou., 2002)], tandis que
les trois autres n’avaient pas de rôle connu dans ce processus (CD68. CD163,
ADAM9). Les six gènes ainsi analysés ont démontré une augmentation
statistiquement significative dans les bords de plaies comparativement à la peau non-
lésée, validant de manière intrinsèque le modèle et les tecimiques d’analyses de cette
étude. De plus, nous avons identifié neuf autres gènes dont la sur-expression avait
préalablement été rapportée sept jours suivant un trauma cutané chez d’autres
espèces: COL1A2 (Schwartz et col!., 2002); MMP1 (Schwartz et cou., 2002): TIMP2
(Soo et coll., 2000); COL6A3 (Oono et coli., 1993); secreted protein acidic cystein
rich (SPARC) (Reed et coll, 1993); FGF-7 (Werner et cou, 1992); ANXA2 (Munz et
colL, 1997); larninin receptor (LAMR)l (Pedersen et coll., 2003); and beta-actin
(ACTB) (Becker et coll.. 1994). Ces gènes permettent de valider notre étude par
rapport à différents modèles et techniques moléculaires utilisés auparavant.
Le gène COL1A2 code pour le pro-collagène type I pro-a 2. Le collagène
type I est la protéine la plus abondante de la MEC chez les vertébrés. Cette dernière
est essentielle à l’intégrité ainsi qu’à la force tensile des tissus, or une trop forte
accumulation peut conduire à la fibrose. Pendant la guérison, le collagène type I
régule l’activité cellulaire en se liant aux membranes cellulaires via les intégrines,
participe à la contraction de plaie via sa polymérisation et contrôle l’activité des
cytokines. Diverses molécules solubles, en particulier les cytokines et les facteurs de
croissance, notamment TGf-Ç3, peuvent stimuler la synthèse du collagène type I par
les fibroblastes (Inagaki et coli., 1994). L’ARNm du COL 1A2 est exprimé dans les
plaies cutanées chez le cheval sept jours suite au trauma ($chwartz et coll., 2002). Il a
également été démontré que la protéine s’accumule en plus grande quantité et de
façon désordonnée dans les plaies du cheval qui sont sujettes à la cicatrisation
excessive (Wilrnink et coll.. 1999b: Schwartz et cou., 2002). Dans l’étude actuelle, le
criblage de notre librairie soustraite de WM-IS a identifié 14 fois le gène COL1A2.
Les protéoglycans dermatan sulfate jouent un rôle prépondérant dans le
développement et l’assemblage des tissus, mais aussi dans la signalisation et la
modulation directe et indirecte de la réponse cellulaire aux facteurs de croissance
92
(fisher et cou., 2001). Ils interagissent avec la fibronectine et la laminine (Gallo et
cou., 1996), et sont impliqués dans l’organisation des composants de la MEC et de la
membrane basale aussi bien que dans l’architecture des fibrilles collagéniques (Gallo
et cou., 1996). Spécifiquement. les DSPGs contribuent de façon considérable à la
fibrillogénèse du collagène et par le fait même influencent la force et l’élasticité de la
peau (Reed et coll., 2003). Il est intéressant de noter que les DSPGs semblent
augmenter la liaison des facteurs de croissance, puis, la migration et la prolifération
des fibroblastes régit par ces derniers (Denhoim et colT.. 2000; Clark et cou., 2004).
Le DSPG2 a préalablement été identifié lors du processus de guérison cutanée, sept
jours après le trauma (Bentley, 1967), et a été décelé deux fois dans l’étude actuelle.
Comme le « bouton de chair» du cheval est caractérisé par une densité accrue de
fibroblastes dermiques, il serait intéressant d’étudier l’implication de DSPG2 dans les
plaies prédisposées à ce type de cicatrisation excessive.
La MMP i. à titre de collagénase pouvant dégrader le collagène interstitiel de
types I, II et III, est essentielle au bon déroulement du processus de guérison. En
effet, une diminution de son expression retarde des phénomènes importants tels la
migration cellulaire, l’angiogénèse et le remodelage tissulaire. Une étude décrivant le
profil moléculaire de la guérison dermique chez le porc a démontré qu’il n’y avait pas
d’expression constitutive d’ARNm pour MMPÏ dans la peau non-lésée, mais que 24
h suivant la création de plaies les niveaux d’expression étaient maximaux, puis,
diminuaient progressivement jusqu’au jour 35 (Wang et coll., 2000). Le criblage de
notre librairie soustraite (WM-IS) a identifié le gène pour MMP1, confinnant son
expression dans des plaies de sept jours chez le cheval. Une dégradation collagénique
défectueuse est caractéristique des cicatrices hypertrophiques et des chéloïdes chez
l’homme (Raghow, 1994), et un excès de TGF-f3, qui inhibe le remodelage de la
MEC en favorisant l’expression des TIMPs tout en amenuisant l’expression des
MMPs, est soupçonné comme facteur causal. L’ARNrn ainsi que la protéine de TGF
f3 persistent plus longtemps dans les plaies appendiculaires du cheval
comparativement aux plaies corporelles (Schwartz et coli., 2002; Theoret et coil..
2001c). Or, chez cette même espèce il a été démontré que des quantités plus
importantes d’ARNm de MMP1 existent dans la peau intacte du corps par rapport à
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celle du membre, cette différence s’effaçant sept jours suite à la création d’une plaie
(Schwartz et cou., 2002). Ces résultats sont inattendus, puisqu’il serait attendu que les
plaies appendiculaires, sujettes à la fibroplasie excessive, affichent des niveaux de
MMPs réduits lors de la phase proliférative de la guérison. Nous projetons de vérifier
cette information en utilisant la technique du HSS pour comparer des biopsies de
plaies thoraciques à celles en provenance du membre chez le cheval.
Alors que CD68, CD163 et ADAM9 n’ont pas été associés spécifiquement à
la guérison cutanée, ces gènes comtrôlent certaines réponses au trauma. Notamment,
le CD68 humain et son homologue murin, la macrosialin, sont des protéines trans
membranaires glycosilées retrouvées presqu’exclusivement sur les macrophages
(Holness et cou., 19935; Jiang et coil., 1998). Les deux protéines partagent une
structure possédant un domaine semblable à la mucine et un domaine commun à la
famille des Lysosome Associated Membrane Proteins (LAMPs) (Kostich et cou.,
2000). Macrosialin et CD6$ sont principalement des protéines endosomiques mais
sont également retrouvées à la surface cellulaire où elles lient avec affinité les
lipoprotéines de faible densité (Ramprasad et coll., 1996; Kurushirna et cou., 2000).
Malgré que la fonction exacte des protéines CD68/macrosialin demeure incertaine,
l’usage de CD68 comme marqueur d’antigène de surface est préconisé pour évaluer
l’importance des monocytes/rnacrophages dans les tissus (Holness and Simmons,
1993a). Une nouvelle étude a révélé que le gène CD6$ était sur-exprimé dans les
kératinocytes cornéens migratoires. proposant un rôle de protection semblable à celui
du macrophage pour ces cellules (Chakravarti et coll., 2004). Nous rapportons une
augmentation de l’expression de CD68 dans des biopsies de bord de plaie
comparativement à la peau non-lésée, suggérant la présence de
monocytes/macrophages dans les tissus à sept j ours suivant le trauma, tel que
confirmé histologiquement (Theoret et coil., 2001e). La guérison cutanée chez le
cheval est caractérisée par une phase inflammatoire faible mais prolongée (Wilrnink
et colT., 19995), qui pourrait engendrer un relâchement continu d’enzymes
lysosomales, dommageables pour les tissus, aussi bien que de médiateurs comme
TGf-r3 qui encourage la fibroplasie excessive (Cotran et coIl., 1994) et inhibe la
contraction de plaie. Il serait donc intéressant d’investiguer l’expression génique de
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CD6$ dans les plaies appendiculaires, prédisposées au développement du bouton de
chair.
CD 163 est une protéine membranaire appartenant à la famille des «scavenger
receptor cysteine rich dornain» exprimée exclusivement sur les monocytes sanguins
et les macrophages tissulaires (Kristiansen et coll., 2001). La liaison du complexe
haptoglobine-hérnoglobine aux cellules affichant CDI 63 permet la dégradation
lysosomale du ligand puis le métabolisme de l’hème, minimisant ainsi
l’inflammation. Cela se produit soit par signalisation intracellulaire menant à la
sécrétion de cytokines anti-inflammatoires telles l’IL-lO, soit par la remise
d’hémoglobine aux macrophages qui restreignent les dommages oxydatifs induits par
l’hémoglobine (Graversen et colt., 2002). De plus, le largage de CD163 en présence
de stirnulis inflammatoires génère des quantités plasmatiques importantes du
récepteur sous forme soluble (Moller et colt.. 2002). Cette dernière inhibe activement
la prolifération lyrnphocytaire en s’associant à sa rnyosine et modulant ainsi sa
réponse envers les stimulis inflammatoires (Timmermaim et coll., 2004). Il a
également été observé que TGf-3 réduit remarquablement l’expression de CD163,
via la régulation de sa transcription (Pioli et coll., 2004). L’effet anti-inflammatoire
associé à CD 163 pourrait avoir un intérêt dans la guérison. Notre étude démontre une
amplification significative du gène pour CD 163 dans les marges de plaie à sept jours
comparativement à la peau intacte. Une augmentation a aussi été documentée lors de
la résolution d’ampoules cutanées d’origine chimique, qui colTélait avec la
différentiation de monocytes en macrophages (Philippidis et coil., 2004). Considérant
l’inflammation prolongée (Wilmink et coll., 1999b) ainsi que l’expression persistente
de TGF-f3 lors de la guérison de plaies de membres en comparaison avec la guérison
de plaies corporelles chez le cheval (Schwartz et coll., 2002; Theoret et coli., 2001c),
nous spéculons que l’expression génique de CD163 pourrait être relativement
diminuée dans les plaies appendiculaires chez cette espèce.
Meltrin gamma (ADAM9) comprend un domaine de métalloprotéinase et un
domaine de désintégrine. Le premier lui confère la capacité de cliver la fibronectine
(Schwettmann et colI., 2001), l’impliquant ainsi dans la transition de la matrice
provisoire en cicatrice collagénique. Le deuxième domaine, de pair avec le premier,
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soutient l’adhésion cellulaire via la liaison à l’intégrine Œ6f31, et pourrait donc jouer
un rôle dans la migration et la prolifération cellulaires. Les protéines ADAMs
facilitent de plus un largage protéolytique des ectodornaines de protéines de surface
telles les cytokines et les facteurs de croissance, leurs récepteurs, ainsi que les
molécules d’adhésion cellulaire, ce qui a un impact sur la signalisation extracellulaire
(Kheradmand et cou., 2002). En conséquence, la capacité d’ADAM9 à interagir avec
les intégrines et les protéines de la MEC, en plus de son important rôle dans la
régulation de la signalisation extracellulaire, suggèrent qu’il pourrait moduler la
guérison cutanée, un processus complexe où les interactions cellules-cellules et
cellules-matrice sont cruciales (White, 2003). Les plaies appendiculaires chez le
cheval risquent de rester captives de la phase proliférative, retardant les phases
subséquentes de la guérison, soit la contraction et la réépithélialisation. Compte tenu
des fonctions d’ADAM9, une déficience de ce dernier pourrait gêner le remplacement
de la fibronectine par des protéglycans et du collagène durant la deuxième semaine de
guérison, maintenant un tissu de granulation immature à l’endroit d’une matrice plus
résistante. Ceci est caractéristique des plaies chroniques, qui affichent aussi une
migration épithéliale tardive, un autre effet potentiel d’une insuffisance en ADAM9.
Inversement, un excès d’ADAM9 pourrait stimuler une prolifération fibroblastique
trop importante, menant à l’hypergranulation caractéristique des plaies
appendiculaires du cheval. Le largage cellulaire de certains facteurs de croissance,
comme le bFGf pro-fibrotique, pourrait accentuer cet effet en exerçant un effet
chimioattractant et mitogénique sur différents types cellulaires. Il serait donc
intéressant d’étudier l’expression spatio-temporelle d’ADAM9 au cours de la phase
proliférative de la guérison dermique du cheval, en vue de ses rôles potentiels dans la
guérison normal et problématique.
Parmi les 31 gènes identifiés par cette étude et dont la présence dans le
processus de guérison cutanée fut révélée par des études antérieures, neuf ont été
préalablement documentés comme étant exprimés spécifiquement sept jours suivant
le trauma chez les manrnifères (mentionnés précédemment) tandis que 22 ont été
observés lors du processus de guérison dermique, mais pas nécessairement durant la
phase proliférative, par des études soit in vivo (17) ou in vitro (5) (tableau IV).
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Tableau IV Classification des 22 gènes observés lors du processus de guérison
cutanée, mais pas nécessairement lors de la phase proliférative
EST # Homotogy - Description Model References
codingfor cellular proteins
JLLIÏ-H7 ACTAi: OC alpha smooth muscle actin in vivo Schwartz et ai, 2002
Liu et ai, 1999
Darby et aI, 1990
JLL13-E9 ACTA2: HS actin. alpha 2, smooth muscle, aorta in vivo Cole et ai, 200 la
JLL13-G6 ARPI: CF centractin in vivo Cole et ai, 2001a
JLL8-E9 CDK4: HS cyciin-dependent kinase 4 in vivo Qu et ai, 2003
JLLI4-A$ SRP9: CL signal recognition particle 9 protein in vivo Soo et ai, 2002
JLL14-C1 1 MT: EC mitochondrial DNA in vivo Siiaeva et aI, 1986
JLL13-E6 ACTR2: HS actin-related protein 2 homolog in vitro Magdalena et ai, 2003
JLL5-C3 ARPC1A: HS actin related protein 2/3 complex, in vitro Magdalena et ai, 2003
subunit lA
JLLI5-A10 CLTC: HS ciathrin, heavy poiypeptide in vitro Spradling et ai, 2001
JLL7-A2 DNCI2: HS dynein, cytoplasmic, light in vitro Dujardin et ai, 2003
intermediate polypeptide 2 Yvon et ai, 2002
JLL12-B5 VCL: SC vinculin in vitro Rilla et ai, 2002
Boerni et ai, 1999
codingfor membrane proteins
JLL15-G4 CD36: BT CD 36 antigen in vivo Simon et ai. 1996
JLL1 l-A12 PECAM: BPplateiet endothelial ccli adhesion in vivo Galeano et ai, 2004
molecuie-1
codingfor ECM proteins
JLL13-D6 COL3A1: HS collagen, type III, alpha 1 in vivo Scharffetter et ai, 1989
JLLI l-F2 PIIINP: BT pro-coïlagen type III in vivo Li et ai, 2001
Kurkinen et ai, 1980
JLL7-E8 COL5A2: SC collagen type V alpha 2 in vivo Betz et ai, 1993
JLL12-Gi SEPP1: HS selenoprotein P, plasma, 1 in vivo Li et ai, 2001
JLL15-C2 DSPGII: EC dermatan sulfate proteogiycan II in vivo Bentiy et ai, 1967
JLL6-C5 THBS2: HS thrombospondin 2 in vivo Agah et ai, 2004
Kyriakides et ai, 2001
Kyriakides et ai, 1999
codingfor ceUuiar and membrane proteins
JLL7-C7 CTNNB: SC beta-catenin in vivo Cheon et aÏ, 2002
codingfor serum proteins
JLL14-AlO TF: EC transferrin gene in vivo Jeschke et aI, 2000
JLL15-H4 TXNDC: HS thioredoxin domain containing in vivo Abdiu et ai, 2000
Notre étude a également permis l’identification de huit ADNc correspondants
à des gènes ayant été démontrés dans la guérison soit in vivo: des os [cathepsin K
97
(CTSK) (Kawana et cou., 2001) et calurnenin (CALU) (Nakazawa et cou., 2004)1; de
la rétine [serine proteinase inhibitor, clade F, member 1 (SERPINFI) ($titt et cou.,
2004; Schlingernann et cou.. 2004)]; de la cornée [lurnican (LUM) (Saika et coli.,
2000)]: du système nerveux central [prosaposin (PSAP) (Hiraiwa et cou., 2003),
Iipocortin-1 (LPC1), LUM et ferritin light chain (FTL) (Natale et cou., 2003)], soit in
vitro: des yeux [cadherin (CDH)1 1 (Masur et cou.. 1999)].
La majorité (68.8?%) des ADNc identifiés par notre étape de criblage
correspondent à des gènes ne s’ayant pas encore vu attribuer un rôle lors de la
guérison. Parmi ces derniers, nous croyons que spermidine/spermine acétyltransférase
(SSAT), serine proteinase inhibitor, clade B, member 10 (SERPINB1O) et sorting
nexin ($NX)9 en particulier, pourraient être des nouveaux gènes candidats
potentiellement liés à la phase proliférative de la guérison dermique chez le cheval.
Le catabolisme des polyamines spermidine et spermine en putrescine est
accomplit grâce à la collaboration de deux enzymes différentes, soit $SAT et la
polyarnine oxydase (Janne et cou., 2004). Sperrnidine/spennine acétyltransférase est
fortement induite par ses substrats. a une demi-vie très courte et est l’enzyme limitant
la rapidité du catabolisme des polyamines (Casero et cou., 1993). La régulation de
l’expression de SSAT semble se produire à plusieurs niveaux incluant une
augmentation de la transcription et de la stabilisation des transcrits, une augmentation
de la traduction d’ARNm et une stabilisation de la protéine (Janne et col!., 2004).
Une sur-expression de SSAT altère sévèrement l’homéostasie des polyamines et
génère un phénotype complexe affectant la peau, la déposition des graisses, la fertilité
de la femelle, le pancréas, le foie, et le système nerveux central (Jaune et cou., 2004).
Les fonctions cellulaires de la putrescine, de la spermidine et de la spermine
demeurent à ce jour méconnues, cependant les protéines seraient cruciales à la
croissance et à la prolifération cellulaires chez les mammifères et ce. par l’entremise
de diverses voies de signalisation cellulaire contrôlant la synthèse et la méthylation de
l’ADN, la progression du cycle cellulaire et/ou l’activation de facteurs de
transcription et l’apoptose (Rodriguez-Sallaberry et coll., 2001). En effet, les
polyamines auraient un double rôle en stimulant la croissance cellulaire ou en
induisant l’apoptose, au besoin (Wallace et coil., 2003), tandis que l’activation de leur
98
catabolisme, via SSAT, serait liée a une action anti-proliférative (Janne et cou.,
2004). Il a récemment été démontré que la sur-expression de SSAT augmente la
migration cellulaire modulée par Fintégrine u9J31, particulièrement pour les
leucocytes, les kératinocytes et les cellules endothéliales, via une interaction directe
avec le domaine cytoplasrnique de l’intégrine (Chen et coil., 2004). Ainsi, malgré que
le rôle précis de SSAT demeure incertain, il est probable que ce dernier soit impliqué
dans la migration cellulaire et/ou l’apoptose, deux phénomènes cruciaux lors de la
guérison et de la régénération tissulaire. Spécifiquement, il serait intéressant
d’investiguer le rôle de SSAT durant l’angiogénèse et la réépithélialisation, autant
que pendant l’inflammation chronique, lorsque la migration des leucocytes vers
l’espace extravasculaire est excessive et persistante.
Les serpins (serine flrotéinase inhibitors) sont une superfarnille de protéines
faisant usage d’un mécanisme d’inhibition de type « suicidaire ». Ce dernier a comme
but de piéger de manière covalente les substrats-cibles alors que les serpins subissent
un réarrangement irréversible de leur conformation afin d’offrir une protection
cellulaire contre les effets néfastes des protéinases endogènes ou exogènes. Cette
superfamille est divisée en 16 catégories, dc A à P, qui contiennent de trois à 77
membres chacune. La classification est basée sur la relation phylogénique entre
serpins (Irving et coll., 2000) plutôt que leur activité, leur structure génique, leur
localisation chromosomique ou encore leur distribution tissulaire (Silvermann et coil.,
2001). SERPINBÏO. aussi nommée proteinase inhibitor 10 (P110) ou Bornapin,
appartient à la catégorie serpin clade B, et est un inhibiteur compétitif de la thrombine
et de la trypsine. Elle possède 45% d’homologie avec l’inhibiteur de l’activateur du
plasminogène 2, l’inhibiteur de l’élastase des leucocytes, et l’antiprotéinase
cytopÏasmique (RiewaÏd et cou., 1995), ce qui permet de lui attribuer un rôle dans la
régulation de la croissance et de la différentiation cellulaires, dans l’angiogénèse ainsi
que dans la mobilité et la capacité d’invasion des cellules tumorales. Il est donc
possible que SERPNB1O soit impliquée dans les phases inflammatoire et
proliférative de la guérison dermique, où elle pourrait moduler la formation du caillot
via son effet sur la thrombine et/ou altérer la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins dans le tissu de granulation.
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Sorting nexin 9 appartient à un important groupe de protéines caractérisées
par la présence d’une sous-classe du domaine phox phosphoinositide-binding, et qui
semblent posséder un rôle dans le triage intracellulaire. Plusieurs membres de cette
famille sont localisés dans les endosomes, et certains des SNX interagissent
directement avec les récepteurs transmembranaires afin d’en contrôler leur tri dans les
voies endosomiques. À l’origine, SNX9 a été identifié comme une molécule qui
interagit avec le domaine riche en proline de certaines ADAMs (Howard et cou.,
1999) malgré que l’implication de cette interaction demeure inconnue. De plus,
SNX9 coopère avec la tyrosine kinase se liant à la clathrine, la kinase-activated
Cdc42-associated kinase-2 (Ack2), par l’entremise d’une interaction entre le domaine
riche en proline d’Ack2 et le domaine Src homology 3 dornain (SH3) de SNX9.
Chez les mammifères, Ack2 interagit avec le récepteur de EGF (EGf-R), interaction
qui est stabilisée par SNX9. Après avoir été stimulé par EGf, SNX9 devient
phosphorylé et il lui est alloué un rôle, en collaboration avec Ack2, dans la
dégradation et le recyclage de EGF-R, qui mène à une réduction du niveau cellulaire
de EGf-R (Lin et coll., 2002). Puisque EGF module plusieurs activités lors du
processus de guérison, une diminution de son récepteur par l’intermédiaire de SNX9
doit être bien contrôlé afin d’éviter des aberrations lors de la guérison, tel un délai de
réépithélialisation.
Le HSS assure la production de matériel diagnostic pour des expériences
ultérieures visant à approfondir nos connaissances sur un processus particulier. Lors
de cette étude nous avons identifié des gènes sous-exprimés lors du criblage
différentiel, or le séquençage et l’analyse d’homologie de ces derniers n’ont pas été
effectués. Il serait cependant fort intéressant de connaître I’ identité de ces gènes afin
de compléter la caractérisation de la guérison cutanée normale du cheval. Il serait
également pertinent d’utiliser la technique du HSS pour connaître le profil
d’expression génique lors de la guérison exubérante chez le cheval. Les informations
générées par ces études permettraient de mieux cerner la problématique et
permettraient une comparaison directe avec le profil d’expression de la guérison
normale chez le cheval. Par la suite, les gènes ayant des rôles méconnus dans la
guérison cutanée ainsi que ceux ayant un rôle connu mais nécessitant des
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investigations supplémentaires seraient ciblés par des études ultérieures. Le matériel
généré par HSS permet d’analyser rapidement l’expression temporelle à l’aide de
Northern virtuel ainsi que de cloner les ADNc complets. Pour complérnenter ces
études à caractère génique, une analyse de l’expression spatio-temporelle des
protéines pourrait être effectuée lorsque les anticorps voulus sont disponibles. Le
HS$ est donc une première étape nous permettant d’approfondir nos cormaissances
au sujet d’un processus biologique tel la guérison cutanée.
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Conclusion
En conclusion, nous avons réussi en utilisant la technique du H$S, à produire
une esquisse partielle du profil d’expression génique lors de la phase proliférative de
la guérison dermique normale chez le cheval. Cette étude, comme d’autres, souligne
que de nombreux gènes participent activement à la réponse transcriptionnelle normale
suivant un trauma cutané. Malgré que certaines séquences identifiées par le HSS
peuvent ne pas avoir de signification immédiate, nous en avons identifié plusieurs
autres qui sont fortement exprimées et qui pourraient avoir un rôle méconnu dans la
régulation de la phase proliférative de la guérison de plaie. Cette première étape sert
de précurseur pour élucider les réponses géniques anormales et pour éventuellement
prédire quelles plaies sont prédisposées à une inflammation chronique ou à une
fibroplasie excessive menant à la cicatrisation pathologique. De plus, les informations
générées par cette étude permettent de formuler des hypothèses pour des études
ultérieures qui décriront la fonction de gènes clés dans le processus de guérison.
Spécifiquement, les expériences futures devront corréler les changements de niveaux
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